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略号/記号 
 
略語  
BA Bioavailability 
dDC dermal Dendritic cells 
DDS Drug Delivery System 
EPO Erythropoietin 
FL-OA Fluorescein labeled Ovalbumin 
GST Granisetron 
hGH human Growth Hormone 
HPLC High performance liquid chromatography 
IV Intravenous 
LC Langerhans cells  
MFI Mean Fluorescence Intensity 
MN Micro Needle 
MNAC Dissolving Micro Needle Array Chip 
OA Ovalbumin 
PBS Phosphate Buffered Saline 
RMFI Relative Mean Fluorescence Intensity 
SC Subcutaneous 
TDDS Transdermal Drug Delivery System 
TS Tape Stripping 
  
記号  
AUC 血漿中薬物濃度-時間曲線下面積 
Cmax 最高血漿中濃度 
k 消失速度定数 
t1/2 終末相消失半減期 
Tmax 最高血漿中濃度到達時間 
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諸言 
 新薬を上市するまでには、200~300億という多額なコストと 9年~17年という長期間を必
要とする。さらに、その成功確率は 1/10,000 以下とも言われている 1)。Drug Delivery 
System (DDS) を含む創剤技術は、既存薬物に対し、その欠点を補い、薬物本来のポテ
ンシャルを引き出すことで価値を高め、既存薬物をさらに医療に貢献できる医薬品として
生まれ変わらせる。新薬創出が年々難しくなっている中、創剤研究は、非常に重要な研
究として位置づけられている。 
 現在、上市されている医薬品の有効成分は、低分子化合物からペプチド、ワクチン等
の高分子化合物まで多岐にわたる。これら医薬品において、主に用いられている剤形は、
経口剤あるいは注射剤である 2)。経口剤は、利便性が良くかつ安価に調製できるため、
最も使用頻度が高い。しかし消化管分解を受ける薬物には適さない剤形である。近年、
医薬品市場での勢いが増してきているワクチンや抗体医薬といったバイオ医薬品は、そ
の筆頭である。さらに、高齢化社会が進む中で、嚥下困難な高齢患者の服用が増えるこ
とを考えると、経口剤が最適な剤形とは言い切れない。一方、注射剤は、速やかな薬効
が期待できる剤形である。しかし疼痛を伴うことはもちろん、生産から使用までの cold 
chain が必要なこと、投与に医療従事者が必要になるといったハンドリング上の欠点を有
するほか、感染症のリスクも伴う。 
 このような状況下、経口剤や注射剤に代わる剤形として、経皮投与製剤が注目を集め
ている。経皮投与製剤には、下記 1) ~ 5) にあげるような利点 3,4)がある。 
1) 消化管吸収に伴う初回通過効果の回避により、薬物の分解低減が可能である 
2) 注射に比べて痛みがない  
3) 投与方法が簡便である  
4) 持続的な薬効発現が可能である 
5) 副作用発生時における服用中止が容易である   
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 ただし、高分子や親水性の医薬品は、皮膚最外層に存在する角層バリアの影響で、皮
膚透過が制限されるため、経皮投与製剤への適用は難しい。この課題を解決するため、
薬物の皮膚透過性を向上させる技術として、外部エネルギーを利用した物理的促進法
による Transdermal Drug Delivery System (TDDS) の研究が進められてきた 5,6,7,8)。
TDDS技術の一つがマイクロニードル (MN) である。 
 MN は、長さ数 100 μm の微小なニードルを利用して皮膚に小孔を開け、皮膚透過の
律速段階である角層バリアを物理的に貫通し、確実に薬物透過ルートを形成する経皮
透過促進デバイスであり、TDDS の中でも特に注目を集めている。その微小構造により、
MNは神経等付属器官の存在する真皮深部には達しないため、痛みを伴わない。さらに、
投与に特別な器具を用いず、自己投与を可能とする MN も研究されている。Table 1 及
び Figure 1に、MNの種類について基剤別及び薬物送達機構別にまとめた。1970年代
後半に、Gerstel によって初めてMNの概念が提唱された 9)後、1990年代には電子工
学による微細加工技術の向上に伴い、金属やシリコーンといった非生分解性物質を基
剤としたMNの開発が進められてきた 10)。現在報告されているMNの薬物送達機構とし
ては、MN内の空洞から薬液を注入する中空型 11)やMNに薬物をコーティングした中実
型 12)、そのほか、MN で小孔を開けた後に薬液を塗る 2 段階投与型が挙げられる。これ
ら非生分解性 MN は、優れた成形性及び強度を有している。ただし、その薬物送達メカ
ニズム上 (Figure 1 (A)~(C))、これら非生分解性 MN は、投与工程が煩雑であることや
投与可能な主成分量が少なくなるといった欠点も有している。2000 年代に入ると、生分
解性物質を基剤とし、薬物を MN に内包させ、MN の溶解と共に薬物を投与する 
(Figure 1 (D)) 皮内溶解性マイクロニードルの研究も始まった。溶解性MNの基剤として、
麦芽糖、ポリ乳酸あるいはポリグリコール酸を用いた製剤が報告されている 13,14) 。しかし
これらは、製造工程中に加熱工程や有機溶媒の使用が発生するため、含有薬物が変性
する可能 
性がある。熱や有機溶媒で結晶形が変化する医薬品はもちろん、ワクチン等の高分子タ
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ンパクの適用も制限される。 
Table 1 マイクロニードルの基剤別分類 
分解性 基剤 利点 欠点 
非生分解性 
金属 強度が強い 脱落したMNの 
シリコーン   皮内残存リスク 
非水溶性合成高分子 大量生産向き 脱落したMNの 
（ポリカーボネート） 成形性に優れている  皮内残存リスク 
水溶性合成高分子 大量生産向き 強度が弱い 
 成形性に優れている 吸湿に弱い 
生分解性 
ポリ乳酸 安全性に優れている 製造時有機溶媒の使用 
ポリグリコール酸 大量生産向き 生体内での分解の遅さ 
  含有薬物の持続放出  
麦芽糖 安全性に優れている 製造時高熱処理が必要 
ゼラチン 速やかな皮内溶解性 強度が弱い 
  吸湿に弱い 
コンドロイチン硫酸 Na 安全性に優れている 吸湿に弱い 
デキストリン 速やかな皮内溶解性  
ヒアルロン酸 簡便な製造工程   
 
 このように、様々なタイプのMNが研究されてきたが、いずれも医療用として実用化まで
には至っていない。 
 TDDS として MN を実用化させるためには、MNの基本的な特性を把握することを通じ
て有用性を明らかにすることが必要である。本研究では、より良い MN の開発と共に、そ
の有用性の評価及びMNの基本的な特性の把握を行った。以下にその概要を述べる。 
 
＜MNの開発＞ 
 本研究では、洩糸性のコンドロイチン硫酸ナトリウムを基剤とし、内部に薬物を含有させ
た溶解性 MN の開発を行った。本製剤投与後、皮内の水分で速やかに MN が溶解し、
含有薬物を放出する仕組みとなっている。 
   
 8  
             (A) MN処置後の皮膚に薬物を塗布 
 
 
           
 
  
  
             (B) 中空型MNの中から薬物溶液を注入 
                
 (C) MNに薬物をコーティングさせMN と共に薬物を投与 
                
   (D) MN内に薬物を内包させMNの溶解と共に薬物を投与 
                
Figure 1  マイクロニードルからの薬物デリバリー方法の種類 
 
＜MNの有用性評価＞ 
 溶解性MNについては、デスモプレシン、インスリン、human Growth Hormone (hGH)、
Erythropoietin (EPO) といった分子量 1 kDa ~ 35 kDaのホルモン性医薬品を適用させ、
経皮吸収性を評価した報告が複数されている 15,16,17)。しかし、これらより低分子の水溶性
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化合物や、これらより高分子のバイオ医薬品については、溶解性 MN 適用時の有用性
に関して十分な検討がされていない。 
 角層に小孔を開けて薬物透過ルートを形成する MN の特徴から、いかなる薬物も、皮
膚透過が可能になると考えられる。一方で、皮膚透過後の薬物の血中移行性は、適用
薬物の分子量に依存すると 18)言われていることから、比較的低分子の薬物に対しては、
MNは経皮吸収デバイスとして、一方高分子の薬物に対しては、適用部位での反応 (局
所作用、経皮免疫など) を期待する皮内投与デバイスとして効果を発揮することが予想
される。本研究では、低分子薬物あるいは高分子薬物を含有させたMNについて、それ
ぞれ全身循環への薬物の移行性及び免疫惹起性について評価し、その有用性を確か
めた。 
 
 ＜MNの基本的特性の把握＞ 
 MNの実用化に向け、把握しておくべき基本的な特性としては、MNの形状、皮内刺入
深度、穿刺力、強度、安定性といった製剤学的な特性から、投与薬物の体内動態、薬効
発現に関する特性、安全性、投与後の皮膚の修復性、皮内細胞への影響に関する特性
まで多岐にわたる。本研究ではこれらの項目のうち、MN の形状、皮内刺入深度、投与
薬物の体内動態及び皮内細胞への影響に特に着目し、MN のキャラクタリゼーションを
行った。 
MN を経皮吸収型製剤として開発する場合、投与後の薬物の全身吸収動態の特徴に
ついて把握しておく必要がある。 
また、MN を経皮免疫製剤として開発する場合、初期ターゲットとされる皮膚樹状細胞
とMN との関係について把握しておくことが、非常に重要だと考える。 
 皮膚は、その構造に着目した場合、単に外界とのバリアではなく免疫の場としても考え
られている。表皮には強力な抗原提示能を有するランゲルハンス細胞 (Langerhans 
cells: LC) が、真皮には各種サブセットを含む真皮樹状細胞 (dermal Dendritic cells: 
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dDC) が高密度に分布していて、初期免疫を司っている。近年、これら皮膚樹状細胞を
ターゲットとした経皮ワクチンの効果も、多数報告されている 19,20,21)。また、ワクチンの皮
内注射と皮下注射とでは、皮内注射の方が効率良く免疫を惹起できると言われている 22)。
さらに、ワクチン投与後、LC や dDC がクロスプレゼンテーションの違いを始めとした異な
る挙動を示すことも報告されており 23)、ワクチンは投与部位の違いにより、その免疫応答
のメカニズム及び効果に差があると考えられている。また、皮膚への物理的刺激が免疫
応答に影響することも報告されている 24)。 
ワクチンは感染症領域の枠を超え、がんやアレルギー疾患の領域にもその適応が拡
大してきている。TDDS の中でも、MN は皮内への優れた抗原送達能を有するため、経
皮免疫の分野でさらなる開発が期待されている。 
しかし、経皮ワクチンへのMNの適用は研究段階であり、基本的特性について不明な
点も多い。実際、経皮免疫の初期ターゲットとされる皮膚樹状細胞と MN との関係につ
いても明らかになっていない。さらに、MN のような物理的な刺激が樹状細胞に対して影
響を及ぼす可能性があるが、そのような点も明らかにされていない。よって、経皮免疫製
剤としてのMNの基本的特性をより詳細に把握する必要があると考える。 
 
 以上を踏まえ、経皮吸収及び経皮免疫 (ワクチン) 製剤としての MN の実用化に向
けたMNの有用性評価と基本的特性を明らかにすることを目的に、本研究を行った。 
本研究では、第 1 章で、経皮吸収型製剤としての MN のキャラクタリゼーションを行う
ため、第 1 節にて難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物を含有させた溶解性
MN を調製し、その経皮吸収性を評価した。次に第 2 章で、経皮免疫製剤としての MN
のキャラクタリゼーションを行うため、第 1 節では、難皮膚透過性薬物である高分子化合
物 (モデル抗原) を含有させた溶解性MNを調製し、その経皮免疫性を評価した。続い
て、MNの経皮免疫分野での発展を見据え、皮膚樹状細胞との関わりに着目し、第 2節
では、高分子化合物 (モデル抗原) の皮内送達部位の検証を行い、経皮免疫用MNに
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おける適切な薬物保持部位及び皮内送達部位について明らかにした。さらに第 3章第 1
節では、MN投与に伴う物理的刺激に注目し、初期検討として、より一般的なMNを用い、
その刺激が皮膚樹状細胞に与える影響について評価した。 
 
[注釈] 現状、FDA等の規制当局において、MNに関するレギュレーションは設定され
ていない。MN が貼付剤 (経皮投与製剤) もしくは注射剤に分類されるかについては、
検討段階にある。また、MN に要求される製剤設計 (針の長さ及び基剤など)、 評価系
及び分類などを含めた MN の定義も確立していない。 今回、本学位論文内では、MN
を貼付剤 (経皮投与製剤) としてとらえ、研究を実施している。   
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第 1章 経皮吸収型製剤としてのMNのキャラクタリゼーション 
 現在上市されている医薬品は、主に、経口剤か注射剤として使用されている。経皮投
与の利点を考慮すると、経皮投与製剤化が望まれる医薬品化合物は多いが、皮膚最外
層に存在する角層の突破が難関となり、実用化はあまり進んでいない。角層を透過でき
る化合物の分子量は 500 Da 以下だと考えられている 25)。また、角層の構成成分は、角
質細胞とトリグリセリド、遊離脂肪酸及びセラミドからなる親油膜である 26)。そのため、化
合物が皮膚透過するためには、適度な脂溶性も必要であり、低分子であっても水溶性化
合物の皮膚透過性は極めて低いことが知られている。MNは、上記特性を持つ角層に対
し、物理的に小孔を開けて確実に薬物透過ルートを形成する。よって、従来の方法では
皮膚透過が難しい薬物に対しても、MN を使用することで経皮投与製剤化が期待でき
る。 
これまでに、デスモプレシン、インスリン、hGH 及び EPO といった分子量 1 kDa ~ 35 
kDaのホルモン性医薬品を溶解性MNに適用させた際の有用性及びそのキャラクタリゼ
ーションが行われてきた 15,16,17)。一般的には、皮膚透過後の薬物の全身循環系への移
行は、その分子量に依存し、5 kDa以下の分子量の薬物は、速やかに血中へ移行すると
言われている 27)。溶解性MN開発の前段階として検討していた 1本状溶解性マイクロパ
イルでも、含有薬物の分子量が小さくなるほど拡散性が増大し、Bioavailability (BA) の
増加及び最高血漿中濃度到達時間 (Tmax) の早期化が確認されている 18)。つまり、す
でに報告のあるホルモン性医薬品より低分子の化合物については、溶解性 MN に含有
させることで、薬物の速やかな経皮吸収が期待される。しかし、その有用性及び特性に
ついてはほとんど評価されていない。 
そこで、本章第1節では、経皮吸収型製剤としてのMNの実用化に向け、水溶性低分
子化合物含有溶解性MNの開発を行い、経皮吸収性の評価及びキャラクタリゼーション
を行った。 
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第 1節 経皮吸収を目的とした水溶性低分子化合物含有溶解性MNの開発 
 本節では、難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物を含有させた溶解性 MN を
調製し、経皮吸収型製剤としての有用性評価及び特性把握を行った。 
 本節では、モデル薬物としてグラニセトロン (GST) を選択した。グラニセトロンは、分
子量 348.87 Da、n-オクタノール/水分配係数 0.23 の水溶性低分子化合物である 28)。現
在、抗悪性腫瘍薬服用時の副作用 (悪心嘔吐) の治療薬として、注射剤及び経口剤で
使用されている。しかし、注射剤は、外来患者の慢性治療には適していない。また経口
剤についても、即効性が期待できず、悪心嘔吐の症状を伴う患者にとって望ましい剤形
とはいえない。GST は、これまでにも経皮投与製剤化の検討が進められてきた。経皮投
与製剤は、持続的な薬効発現が期待できる一方、即効性には劣り、さらに BA を確保す
ることも難しいことが知られている。実際、特別な技術を用いない経皮投与製剤では、即
効性も無くかつ 40%の BA しか得られていない 29,30)。BAを改善するため、TDDSである
イオントフォレシス 31)やナノエマルション化 32)による試みも報告されているが、BA は約
60%と依然として低いままである。つまり、即効性もありかつ BA も良好な経皮投与製剤
は、これまで報告されていない。 
 以上を踏まえ、即効性かつ BAの改善が期待できる GST含有溶解性MNの調製を試
みた。本溶解性MNは、洩糸性のコンドロイチン硫酸ナトリウムを基剤とし、底面 300 μm、
高さ 500 μmの円錐状の形状を有している。円錐型MNの上部に薬物を含有し、下部は
薬物を含有しない 2層性の構造を基本とする。このMNを、基盤に数 100本列状に並べ
たものが、Dissolving Micro Needle Array Chip (MNAC) である。また、本製剤の製造方
法はシンプルで加熱工程や有機溶媒を必要としないことから、薬物本体への影響は少
ないと考えられる。 
 本製剤を用い、MN 適用後の GST の全身吸収性について評価した。また、成形後の
形状確認と製剤中の GST の安定性を評価することで、GST 含有溶解性 MN の製剤特
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性の評価も合わせて行った。 
  難皮膚透過性薬物である GSTの溶解性MNへの適用を確認し、さらに、薬物動態学
的解析により評価を行うことで、水溶性低分子化合物含有溶解性 MN の経皮吸収型製
剤としての基本的特性が把握できると考える。 
 本節で得られる情報は、経皮吸収型製剤として溶解性 MN の開発を行う上で、重要な
基礎的知見になると考える。  
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第 1項 実験の部 
1. 試薬及び実験材料 
グラニセトロン (Granisetron: GST) (Figure 2) は、LKT Laboratories社 (Minnesota、
USA) より購入した。コンドロイチン硫酸ナトリウム、メチレンブルー、アセトニトリル、ジエ
チルエーテル、酢酸アンモニウム及び酢酸はナカライテスク (京都、日本) より購入した。
その他の試薬類は、すべて市販の特級品を精製せずに用いた。 
               
N
NH
N N
O  
                  Molecular formula: C18H24N4O・HCl 
                  Molecular weight: 348.87 
                  n-octanol / water partition coefficient: 0.23 
 
Figure 2  Chemical structure and physical properties of GST 
 
 
2. 実験動物 
Wistar Hannover系雄性ラット (体重 313~351 g) は、日本エスエルシー株式会社 (静
岡、日本) より購入した。なお、動物の飼育及び実験は京都薬科大学動物実験管理委
員会の承諾を得た後、京都薬科大学動物実験倫理規定に従い行った。 
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3. 試験製剤の調製 
3-1. GST含有MNACの調製 
 MNの上部に GSTを含有し、下部は含有しない 2層性MNACを調製した。 
 まず、1 cm2あたりに深さ約 500 µm、開口部直径約 300 µmの逆円錐状細孔を列状に
100個有するシリコーン樹脂製のメス型を準備した。また、GST を 1 mgあるいは 4 mg、
メチレンブルー0.5 mg 及び水溶性の洩糸性高分子物質であるコンドロイチン硫酸ナトリ
ウム 25 mgをサンプルカップに秤量した後、100 µLの精製水を加え、ゲル状になるまで
練り、粘調性の濃厚液を室温下で調製した。次に、粘稠性濃厚液をシリコーン樹脂製の
メス型に塗布し、サランラップ (クレハ化学、東京、日本) を被せ、卓上遠心分離器クボ
タ 4000 (クボタ、東京、日本) を用いて 2,300×gで樹脂基盤ごと 15分間回転させ、遠心
力を利用し、加重下充填した。乾燥後、コンドロイチン硫酸ナトリウム 25 mgに精製水 20 
µL を加えて作成した粘調性濃厚液をメス型に塗布した。上記のように、粘稠性濃厚液を
メス型に塗布する工程は、2工程とした (工程 1： GST含有コンドロイチン硫酸ナトリウム
ゲルの塗布、工程 2： コンドロイチン硫酸ナトリウムゲルの塗布)。塗布工程 2 に続き、基
盤をメス型の上に被せ、メス型ごと 15分間回転させ、遠心力を利用して加重下で充填及
び乾燥した。3 時間後、基盤をメス型に対して垂直方向に引き離すことにより、基盤に
MNを転写し、低含量及び高含量の 2層性MNAC を得た。 
 
3-2. 静脈内注射用 GST溶液の調製 
静脈内注射用 GST溶液は、GSTを生理食塩水に溶解させて調製した (50 µg /mL)。 
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4. MNの形状観察 
3-1. で調製したMNACを、ビデオマイクロスコープ (VH-5500; キーエンス社、大阪、
日本) で観察及び撮影し、MN基底部の直径、高さ及び青色に着色された GST保持部
の先端からの長さを測定した。 
 
5. MNAC中の GST含量測定、投与後の残存量測定及び投与量の計算 
調製したMNACを 1.0 mLの蒸留水が入ったサンプルカップの中で溶解させ、MNAC
中の GST を抽出した。サンプルカップを遠心分離 (9,000×g、5 分) し、上澄み 100 µL
をとり、試料溶液とした。別途 GSTの標準溶液を調製して HPLC法 (絶対検量線法) に
て分析し、MNAC中のGST含量を算出した。HPLC法の測定条件を Table 2に示した。
また、後述する動物実験で使用した後の MNAC を回収し、同様の方法で MNAC 中の
GST 残存量を算出した。さらに、MNAC 中の GST 含量から GST 残存量を差し引くこと
で、GST投与量を算出した。 
 
Table 2  HPLC-UV condition for GST in samples 
Items Condition 
HPLC system LC-10A (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) 
Automatic sample injector AS-8010 (Tosoh Corp., Tokyo, Japan) 
Column  YMC Pack® ODS-A (4.6 mm i.d.×250 mm ) 
Column temperature 60°C 
Mobile phase 
10 mM ammonium acetate buffer 
 with 0.5% acetic acid : acetonitrile = 60 : 40 (v/v) 
Flow rate 1.0 mL/min 
UV ditector SPD-10A (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) 
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6. In vivo動物実験 (経皮投与実験、静脈内投与実験) 
Wistar Hannover系雄性ラット (体重 313~351 g) に、ペントバルビタール生理食塩水
を 50 mg/kgの用量で腹腔内投与した。麻酔下、固定台で背位固定した状態で実験を行
った。実験動物を低含量 MNAC 投与群、高含量 MNAC 投与群及び静脈内投与群 
(IV) の 3群に分けた。サンプル数は、各群 4~5匹とした。MNAC投与群のラットの腹部
を、電気シェーバー (ES7111; パナソニック社、大阪、日本) で除毛した。試験製剤投
与 5分前に左頸静脈から 250 µL の血液を採取した。次に、MNAC投与群のラット腹部
除毛皮膚に各MNACを投与した。なおMNAC投与には特別な器具は用いず、MNAC
を手に持ち、2本の指で皮膚を挟むようにMNACを押し当てることで、皮膚に対して垂直
にかつ均一に投与した。MNACは 3分間皮膚に貼付し、その後回収した (実験 5. 投与
後の残存量測定に使用)。また、静脈内投与群には、3-2. で調製した静脈内注射用
GST溶液を右頸静脈から投与した (50 μg/kg)。各試験製剤投与後、経時的に左頸静脈
から 250 µLの血液を採取し、遠心分離 (9,000×g、15 分間、4°C) した後、血漿 100 µL
を分取した。分取した血漿は、測定まで-80°Cにて凍結保存した。 
 
7. 血漿中 GST 濃度測定 (LC-MS/MS法) 
 血漿試料中における GST 濃度測定は、Jiang らの方法 33)に準じて LC-MS/MS 法
にて行った。検量線の作成に際し、GST 標準水溶液を用いて標準試料を調製した 
(0.1-1,000 ng/mL)。血漿及び標準試料 100 μL に対し、除タンパク剤としてアセトニトリ
ル 200 μL を加え、攪拌した後、遠心分離 (9,000×g、15 分間、4°C) した。上清260 μL
を 1.5 mL マイクロチューブに移し、ジエチルエーテル 1.2 mL を加え 1分間激しく攪拌
した後、再び遠心分離した。有機溶媒相をサンプルバイアルに移し、窒素ガスを吹き付
けながら湯浴上 (70°C) で蒸発乾固した後、100 μL の LC-MS/MS 用移動相溶液にて
再溶解し、その 5 μL を LC-MS/MSシステム (API3200; Applied Biosystems、California、
   
 19  
USA) に注入して測定した。GSTの検出質量荷電比 (m/z) は、 313.1→138.1 m/zにて
行った。LC-MS/MS法の測定条件を Table 3 に示した。 
 
Table 3  LC-MS/MS condition for GST in samples 
Items Condition 
Pump  LC-10AD (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) 
Automatic sample injector AS8020 (Tosoh Corp., Tokyo, Japan) 
Column  Chemcopak® ODS (2.1 mm i.d. × 100 mm ) 
Column temperature 25°C 
Mobile phase 
10 mM ammonium acetate buffer 
 with 0.5% acetic acid : acetonitrile = 60 : 40 (v/v) 
Flow rate 0.2 mL/min 
Ionization  ESI-positive ion mode 
 
8. 薬物動態学的評価 
 GST の薬物動態学的パラメータは、ノンコンパートメント解析法 34)で求めた。Cmax (最
高血漿中濃度) 及び Tmax (最高血漿中濃度到達時間) は実測値より求めた。消失速度
定数 (k) は終末相の直線部分の勾配から線形最小二乗法を用いて算出した。血漿中
薬物濃度-時間曲線下面積 AUC は最終実測値までの値を線形台形公式により求めた 
(AUClast)。それ以降の値は無限時間まで外挿し、それぞれ補正項として Cp(last)/k を加
えて AUC0-∞ (h・ng/mL) を求めた。終末相消失半減期 (t1/2) は t1/2=ln2/k より算出し
た。 
 生物学的利用能 (Bioavailability: BA(%)) を以下のように定義した。 
 BA (%) = (AUC MNAC/AUC IV) × (Dose IV/Dose MNAC) × 100 
 Dose MNAC： MNAC中 GST含量から GST残存量を差し引くことで求めた GST投与量 
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9. 製剤安定性試験 
 低含量MNACを、-80、4、23及び 40°Cの条件下で 3 ヶ月間保存し、経時後、MNAC
中の GST含量を HPLC 法 (実験 5参照) にて求めた。試験開始時と GST含量を比較
し、製剤中の GSTの安定性を確認した。 
 
10. 統計解析 
データはすべて平均±標準誤差 (S.E.) で示した。 
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第 2項 結果の部 
1. MNの形状観察 
Figure 3に調製したMNACの全体画像 (A) 及び拡大画像 (B) を示す。全体画像よ
り 1.0 cm×1.0 cm四方の基盤上に、10×10本のMNが列上に並んでいることが確認でき
た。拡大画像より、個々のMNの形状も円錐形をしていることが確認できた。 
Figure 3 (B) の (a)、 (b) 及び (c) の両矢印でそれぞれ示すMNの高さ、底面部の
直径及びGST保持部分の長さに関する形状計測結果をTable 4に示す。低含量及び高
含量の 2種類の GST含有溶解性MNの高さは、それぞれ 484±5 μm 及び 487±6 μm
であり、底面部の直径は、それぞれ 292±3 μm及び 299±2 μmであった。また、GST保持
部分は、MN先端から 322±1 μm及び 327±3 μmであった。形状観察の結果、調製した
2種類のMNACは、設計通り、高さ約 500 μm、底面約 300 μmの円錐上の形状のMN
を有していることが確認できた。 
 
 
 
 
 
Figure 3  GST loaded dissolving microneedle array chip made of chondroitin sulfate 
as the base used in the in vivo rat absorption studies. (A) Overview image of 
dissolving microneedle arrays. (B) Enlarged image of a dissolving microneedle 
containing GST at its acral portion: (a) entire length, (b) diameter of the basement, 
and (c) length of the drug-loaded space. 
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Table 4  Physicochemical properties of GST loaded dissolving microneedle array chips 
Array chip 
Total height (a) 
(μm) 
Diameter of 
 the basement (b) 
(μm) 
Length of GST 
 loaded space (c) 
(μm) 
Low dose type 484±5 292±2 322±1 
High dose type 487±6 299±2 327±3 
The alphabets inside the parentheses represent the corresponding length in Figure 3. Each value shows 
the mean±S.E. (n=5-10). 
2. MNAC中の GST含量と投与後の残存量測定及び投与量の算出 
 Table 5 に MNAC 中の GST 含量、投与後の残存量及び投与量の計算結果を示し
た。低含量タイプの GST含量 : 高含量タイプの GST含量を 1 : 4になるよう処方設計し
た。調製した製剤における GST 含量比は、処方設計通り、低含量タイプの GST 含量 : 
高含量タイプの GST含量＝1 : 4であった。投与後のMNAC中には、2種類のMNAC
共に、含量の約半量の GSTが残存していた。また、投与後のMNACを目視にて観察し
たところ、青色色素が残った状態であった (data not shown)。 
以上より、MNAC 投与で、MN の全長が皮膚に刺さるわけではなく、MN の先端よりあ
る一定の深さまでしか皮膚に刺入できないことが示唆された。また、含量及び残存量から
投与量を計算した結果、低含量タイプの MNAC による GST 投与量 : 高含量タイプの
MNACによる GST投与量＝1 : 4であることを確認した。 
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Table 5  GST contents in dissolving microneedle array chips, recovered amounts of GST 
and the estimated administered doses 
Array chip GST content (μg) 
Recovered amount 
of GST (μg) 
Administered dose 
(μg/rat) 
Low dose type 10.0±0.12 4.73±1.09 4.91±0.85 
High dose type 37.6±2.31 19.2±1.50 18.3±1.50 
Each value represents the mean±S.E. (n=4) 
 
3. ラット in vivoにおけるMNAC皮膚投与後の GST全身吸収動態評価 
Figure 4は、GSTを、静脈内投与またはMNACにて経皮投与した際の血中GST濃度
の時間的推移を示している。得られた薬物動態学的パラメータを Table 6 に示す。 
静脈内投与群及びMNAC投与群共に、投与後、血中の GSTは徐々に消失していき、
4時間後には血中薬物濃度は検出限界以下となった。両群の消失速度定数に差はなか
った。 
高含量MNAC投与群及び低含量MNAC投与群いずれでも速やかなTmaxが得られ、
両群に差は無かった。本結果より、MNAC 投与後 MN が皮内にて溶解し、GST が速や
かに吸収されたことが示唆された。 
また、高含量 MNAC 投与群の Cmax 及び AUC0-∞は、それぞれ 14.7±1.6 ng/mL、
7.5±0.7 h・ng/mLであった。一方低含量MNAC投与群の Cmax 及びAUC0-∞は、それぞ
れ 3.9±0.8 ng/mL、2.1±0.5 h・ng/mLであった。両製剤投与群において投与量依存性が
認められた。 
さらに、MNAC 経皮吸収実験及び GST 静脈内投与実験より求めた BA は、高含量
MNAC投与群及び低含量MNAC投与群それぞれ、97.6±9.7%及び 93.1±14.9%と良好
であった。本結果より、MNAC投与により角層を突破した GSTが、ほぼ全量血中に移行
したことが示唆された。 
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Figure 4  Plasma GST concentration vs. time profiles in semilogarithmic scale after 
intravenous injection of GST solution and percutaneous administration of GST 
dissolving microneedles to the abdominal rat skin. Plasma GST concentrations were 
measured using LC-MS/MS. Open squares show that obtained after administration of 
dissolving microneedles containing low doses of GST: 10.0±0.1 μg. Open circles 
denote that of high GST content dissolving microneedles: 37.6±2.3 μg. Closed circles 
denote that obtained after intravenous injection of GST solution to rats, 50 μg/kg. 
Each point represents the mean±S.E. of 4-5 experiments. 
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Table 6  Pharmacokinetic parameters of GST after intraveneous injection and 
percutaneous administration of dissolving microneedle array chips to rats 
Formulation Dose (μg/kg) k (1/h) t1/2 (min) 
IV injection 
solution 
50 0.665±0.24 62.5±32.2 
Low dose type 
14.8±2.60 0.750±0.15 55.4±14.2 
 microneedle 
High dose type 
55.6±4.31 0.702±0.10 60.2±6.34 
 microneedle 
     
Formulation Cmax (ng/mL) Tmax (min) 
AUC0→∞ 
BA (%) 
(h・ng/mL) 
IV injection 
solution 
26.5±1.74 - 7.25±0.12 - 
Low dose type 
3.91±0.81 10.0±0 2.09±0.49 97.6±9.7 
 microneedle 
High dose type 
14.7±1.63 10.0±0 7.50±0.77 93.1±14.9 
 microneedle 
k: terminal elimination rate constant 
t1/2: elimination half-life 
Cmax: maximum plasma GST concentration 
Tmax: time when plasma GST concentration reaches to its maximum concentration, Cmax 
AUC0→∞: area under the plasma GST concentration-time curve from time zero to infinity 
BA: bioavailability 
Each value shows the mean±S.E. (n=4-5) 
 
4. 種々温度条件下での製剤中薬物の安定性 
MNACを-80、4、23及び 40°Cの条件下でそれぞれ 3 ヶ月保存後、MNAC中の GST
含量を測定し、製剤中の薬物安定性を指標とした。Table 7に示すように、いずれの条件
でも 3ヶ月間にわたり、100%の含量を維持した。本結果より、GSTは、試験した条件下で
少なくとも 3 ヶ月間はMNAC中で安定に存在していることが確認できた。 
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Table 7  Stability of GST in dissolving microneedles at 3 months 
Temperature (℃) % remaining of GST 
-80 100.0±2.1 
4 101.2±2.2 
23 100.6±1.2 
40 101.4±1.2 
Each value represents the mean±S.E. (n=6) 
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第 3項 考察 
皮膚透過が困難なため、経皮投与製剤化が難しい医薬品化合物として、水溶性低分
子化合物が挙げられる。様々な TDDS 技術で、これら薬物の皮膚透過性の改善が検討
されているが、簡便でかつ高いBAを得られるデバイスは少ない。経皮吸収型製剤として
MN の開発を進めるにあたり、MN の有用性評価及びその特性把握は、基本でありかつ
重要な項目である。本節では、難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物のGSTを
モデル薬物として、GST 含有 MNAC を調製し、皮膚適用後の GST の全身吸収性につ
いて評価した。 
In vivo動物実験では、低含量及び高含量のMNAC共に、その BAは約 95%と良好
であった。これは、MN が角層を突破し、含有されていた GST が皮内に確実に送達でき
たことを示している。したがって、MN は難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物
の全身循環系への吸収率を大幅に改善できると考えられた。 
本研究では、GST のみを低分子化合物として検討したため、様々な物性を有する薬
物と比較することはできず、良好な BA が得られる薬物の特性 (分子量や脂溶性など) 
については明らかにできない。最近の研究では、溶解性 MN に含有させる低分子化合
物の脂溶性の違いにより、皮内での残存率が変化し、脂溶性の増加に比例してBAが減
少するという特性も明らかにされている 35)。本研究では、少なくとも水溶性低分子化合物
ならば、MNAC により薬物の効率的な全身循環系への移行が期待できることが明らかと
なった。 
角層透過後の薬物の吸収速度は、組織中の拡散速度、毛細血管の透過速度及び血
流速度などが関係してくると考えられている。これまでの研究で、溶解性 MNに含有させ
る薬物について、脂溶性及び分子量の増加と皮内拡散性及び BA の減少さらに Tmaxの
遅延が相関することが報告されている 18,35)。皮内拡散性の低下に伴う皮内薬物残存量
の増加や、皮内での加水分解など複合的な要因により、BAが減少するものと考えられる。
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また、GSTの log Pは-0.64、pKaは9.4である 28,35)。皮内のpHがほぼ中性であることより、
投与後皮内で溶解した GST の多くはイオン型で存在しており、毛細血管の透過には適
していないように考えられる。しかし実験の結果、GST の速やかな全身循環への吸収が
認められた。以上より、溶解性 MN により角層を突破した薬物の全身循環への移行は、
薬物の溶解に伴う組織中の拡散が律速になるものと考えられた。なお、水溶性溶液を皮
下注射した場合は、薬物の毛細血管への透過は、薬物の分子量に最も依存すると言わ
れている。GSTは、溶解性が良好でかつ低分子であることが、全身循環への速やかな移
行に寄与したものと考える。 
MN は、経皮吸収の律速段階である角層バリアを物理的に貫通し、薬物を皮内に送
達できるので、低分子化合物に対しては速やかな吸収が期待される。Table 6に示したよ
うに、TmaxはMNAC投与後 10分であった。これは、MNAC投与後、基剤であるコンドロ
イチン硫酸ナトリウムが、皮内の水分 36)により速やかに溶解し、含有されていたGSTが放
出されたことに加え、放出されたGSTが速やかに血中に移行したことを示している。本結
果により、MN においても、水溶性低分子化合物に対して、注射剤と同様に即効性を期
待した製剤化が可能であると考えられた。また、消失速度定数は、MNAC 投与群と静脈
内投与群とで差はなかった。MNACは注射剤と類似の即効性はあるものの、注射剤と同
様、持続的な薬効発現には寄与しないと考えられた (GST 治療的薬物血中濃度: 1-2 
ng/mL)。さらにMNの利用価値を拡大していくためには、低分子化合物のBA及び即効
性は保ちつつ、MNの溶解速度制御により持続的な血中薬物濃度が得られるような製剤
化検討も、行っていく必要があると考える。 
また、MNACからのGSTの良好なBAは確認できたものの、投与時の薬物のロス (製
剤中残存量) は大きかった。本節での溶解性MNは、先端から 300 µmまで薬物を保持
している。MN は、その全長が皮膚に刺さるわけではなく、先端から一定の距離までしか
皮膚に刺入することはできない可能性が高い 37)。本節における投与時の薬物のロスも、
このことに起因すると考えられる。これら知見を加味し、MN内の薬物の保持部位をコント
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ロールし、投与後の製剤中残存量を少なくする製剤設計が必要だと考えられた。 
製剤中の薬物安定性を評価した結果、室温条件での GST の長期安定性が確認でき
た。本溶解性 MN の処方は、主薬とコンドロイチン硫酸ナトリウム及びトレーサー色素の
みであるため、含有薬物と添加剤との相互作用のリスクは少ないと考えられる。また、製
造方法もシンプルであるため、製剤調製工程でのGSTの分解も起こりにくい。一方、MN
の形状や硬度といった製剤物性の安定性については、本研究内では評価していない。
溶解性 MN の形状や硬度は、高湿度条件下では維持できないと考えられるため、開発
ステージに即して、MNの適切な保管条件等の情報も調査していく必要があると考える。 
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第 4項 小括 
経皮吸収型製剤として MN を開発及び利用していく上で、適用薬物の血中移行性な
どのMNの有用性及び基本的な特性を把握することは重要である。今回、GSTを含有し
た溶解性MNを開発し、MNからの薬物の吸収性及びMN内での薬物の安定性を評価
した。本製剤からのGSTの経皮吸収は、非常に速やかかつ良好 (BA約 95%) であるこ
とが明らかになった。安定性についても良好であった。以上より、水溶性低分子化合物
含有溶解性 MN は、薬物の全身送達を目的とした経皮吸収型製剤として効果を発揮す
るということが明らかになった。 
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第 2章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション (抗原の皮内送達と抗体産
生) 
第 1 章では、水溶性低分子化合物の経皮吸収に関する MN のキャラクタリゼーション
を行い、速やかな全身送達に対してMNが有用であることを明らかにした。第 2章では、
経皮ワクチン分野の発展及びMNの本分野への応用を見据え、抗原の皮内送達と抗体
産生に着目し、MNの経皮免疫製剤としてのキャラクタリゼーションを行った。 
現在、世界では、1日当たり約 4,000人がワクチンによって予防可能な感染症により死
亡している 38)。実用化されているワクチンの大半は注射により接種されているため、施術
者が必要となる。そのため、新型ウイルスのパンデミック時や医療従事者の少ない発展
途上国おいて、ワクチンの大規模投与が迅速に実施できないという問題が発生している。
また、消毒不十分な注射器の回し打ちによる二次感染も発生している 39)。さらに近年、ワ
クチンの需要は、感染症領域の枠を超え、がん、自己免疫疾患及びアレルギー疾患の
領域へ広がっている 40,41,42)。このような現状の中、注射よりも大規模投与が可能で、かつ
より有効なワクチンの投与方法の確立が強く望まれている。 
皮膚は、外界からの異物の侵入を防ぐ物理的バリアとしての働きだけでなく、異物侵
入時には免疫学的バリアとしても働く 43)。角層直下にある表皮層及び真皮層には、強力
な抗原提示能を有する LC 及び dDC が、それぞれ分布している 44,45,46)。さらに、表皮の
構成細胞の 95%を占めるケラチノサイトは、異物の侵入に対しサイトカイン等のメディエ
ーターを産生し、自然免疫の誘導を引き起こす 47,48,49)。このような特徴に基づくと、皮膚
はワクチン投与部位として有力な組織の一つだと考えられるため、経皮ワクチンの研究
が盛んに行われている 50,51,52,53,54,55,56)。 
MN は、皮膚に物理的に小孔を開けて薬物透過ルートを形成するため、高分子化合
物も皮内に送達できる可能性が高い。よって、経皮的なワクチン接種に対しても非常に
有用なデバイスだと考えられる。 
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 ワクチン治療の需要の拡大、皮膚の構造及び MN の特性を考慮すると、今後、MN の
経皮免疫製剤としての発展の可能性は非常に高いと予想される。これまで、経皮ワクチ
ンデバイスとして、非生分解性 MN を使用した例は複数報告されている 57,58)。しかし、そ
の効果及び考察は皮内に抗原を送達できたかに基づいて議論されているものが中心で
あり、経皮ワクチンの初期ターゲット細胞である皮膚樹状細胞とMN との関係性に着目し
た報告は、ほとんどない。MN を経皮免疫製剤として確立し、ワクチン接種に応用してい
くためには、MN と皮内免疫系との関わりに着目し、その特性を把握していくことが重要
だと考える。 
これらのことを踏まえ、本章第1節では、経皮免疫を目的とした高分子化合物 (モデル
抗原) 含有溶解性MNの開発を行い、有用性評価及び特性把握を行った。第 2節では、
モデル抗原の効率的な皮内デリバリーを目指して開発した溶解性 MN について、免疫
応答性の評価を行った。
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第 1節 経皮免疫を目的とした高分子化合物 (モデル抗原) 含有溶解性MNの開発 
ワクチン抗原は、消化管分解を受けるため、現在、注射投与が基本となっている。注
射投与は、医療従事者が必要であり、特にワクチンを必要としている発展途上国での普
及の妨げになっている。そのため、注射投与よりも簡便、安全かつ有効な投与方法の確
立が強く望まれている。 
ワクチン抗原は、ペプチド、タンパク、糖及び脂質などの複合体からなる高分子であり、
皮膚透過が困難である。経皮免疫製剤として MN を実用化するためには、まずは、高分
子化合物 (モデル抗原) を MN へ含有させ、抗原が皮内に送達され、免疫が惹起され
るかどうかを評価する必要がある。 
本節では、高分子化合物のモデル薬物として、オブアルブミン (ovalbumin; OA, 分
子量約 45 kDa59)) を選択した。OAを含有させた溶解性MNを調製し、血漿中抗体価を
バイオマーカーとして免疫応答性について評価した。また成形後の形状観察を行い、製
剤学的な特性把握も行った。 
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第 1項 実験の部 
1. 試薬及び実験材料 
 OAは、Sigma-Aldrich Corp. (Missouri、USA) より購入した。フルオレッセインイソチオ
シアネートラベル化 OA (Fluorescein labeled OA: FL-OA) は、Molecular Probes Inc.  
(Oregon、USA) より購入した。OA-specific Ig (G+A+M) 及び IgE 抗体価測定用の
ELISA kit は、Alpha Diagnostic International Inc. (Texas、USA) より購入した。なお、
OA-specific Ig (G+A+M) 抗体価測定用の ELISA kitは、OA 特異的な Ig G、Ig A及び
Ig Mを同時に測定する kitである。OA測定用 ELISA kitは、森永生科学研究所株式会
社 (東京、日本) より購入した。コンドロイチン硫酸ナトリウムは、ナカライテスク (京都、
日本) より購入した。ブリリアントブルーは、東京化成工業株式会社 (東京、日本) より
購入した。その他の試薬類は、すべて市販の特級品を精製せずに用いた。 
 
2. 実験動物 
 Brown Norway系雄性ラット (10-12週齢) は、日本エスエルシー株式会社 (静岡、日
本) より購入した。なお、動物の飼育及び実験は京都薬科大学動物実験管理委員会の
承諾を得た後、京都薬科大学動物実験倫理規定に従い行った。 
 
3. 試験製剤の調製 
3-1. OA含有MNACの調製 
 MNの上部に OAを含有し、下部は含有しない 2層性MNACを調製した。 
 2.25 cm2あたりに深さ約 500 µm、開口部直径約 300 µmの逆円錐状細孔を 225個有す
るシリコーン樹脂製のメス型を準備した。また、OA を 2、10 あるいは 20 mg、ブリリアント
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ブルー0.1 mg 及び水溶性の洩糸性高分子物質であるコンドロイチン硫酸ナトリウム 35 
mgをサンプルカップに秤量した後、OA採取量に合わせて、それぞれ 110、140あるいは
170 µLの精製水を加え、ゲル状になるまで練り、粘調性の濃厚液を 15°C条件下で調製
した。次に、粘稠性濃厚液をシリコーン樹脂製のメス型に塗布し、サランラップ (クレハ化
学、東京、日本) を被せ、卓上遠心分離器クボタ 4000 (クボタ、東京、日本) を用いて
2,300×g で樹脂基盤ごと 15 分間回転させ、遠心力を利用し、加重下充填した。乾燥後、
コンドロイチン硫酸ナトリウム 15 mgに精製水 25 µLを加えて作成した粘調性濃厚液をメ
ス型に塗布した。上記のように、粘稠性濃厚液をメス型に塗布する工程は 2 工程とした 
(工程 1： OA含有コンドロイチン硫酸ナトリウムゲルの塗布、工程 2： コンドロイチン硫酸
ナトリウムゲルの塗布)。塗布工程 2に続き、基盤をメス型の上に被せ、メス型ごと 15分間
回転させ、遠心力を利用して加重下で充填及び乾燥した。3 時間後に基盤をメス型に対
して垂直方向に引き離すことにより、基盤にMNを転写し、OA含有量が異なる 3種類の
2 層性 MNAC を得た。また、OA を含有しないコンドロイチン硫酸ナトリウムのみからなる
Placebo MNAC及び形状観察用の FL-OA含有の 2層性MNACを同製法により調製し
た。なお、OA : FL-OA 比を 3 : 1 として調製した。 
 
3-2. 皮下注射用 OA溶液の調製 
 皮下注射用 OA 溶液は、OA をリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate buffered saline: 
PBS) に溶解させて調製した。なお、皮下注射用OA溶液は、0.05、0.5及び 5 mg/mLの
3種類調製した。 
 
4. MNの形状観察 
 3-1. で調製したFL-OA含有MNACを、明視野条件下及び蛍光照射下、ビデオマイク
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ロスコープ (VH-5500; キーエンス社、大阪、日本) にて観察及び撮影した。MN基底部
の直径、高さ及び着色している FL-OA保持部の先端からの長さを測定した。 
 
5. MNAC中の OA含量測定、投与後の残存量測定及び投与量の計算 
 調製したOA含有MNACを、10 mLの 0.1 mM PBS (pH 7.4) が入ったサンプルカップ
に入れて溶解させ、MNAC中のOAを抽出して試料溶液とした。得られた試料溶液中の
OA 濃度を、ELISA 法にて測定し、MNAC 中の OA 含量を算出した。また、後述する in 
vivo 免疫応答実験で使用した後の MNAC を回収し、同様の方法で投与後の MNAC
中の OA 残存量を算出した。さらに、MNAC 中の OA 含量から投与後の OA 残存量を
差し引くことで、ラット 1匹あたりの OA投与量を算出した。 
 
6. In vivo免疫応答実験 
 Brown Norway 系雄性ラット (10-12 週齢) に、ペントバルビタール生理食塩水を 50 
mg/kg の用量で腹腔内投与した。麻酔下、固定台で背位固定した状態で実験を行った。
OA含量の異なる 3種類のOA含有MNAC、Placebo MNAC及び皮下投与群 (10、100
及び 1,000 µg/rat) の 7 群に分けた。サンプル数は、各群 4~5 匹とした。全郡のラット腹
部を、電気シェーバー (ES7111; パナソニック社、大阪、日本) で除毛した。試験製剤
投与 5分前に左頸静脈から 500 µLの血液を採取した。次に、MNAC投与群のラット腹
部除毛皮膚に各 MNAC を投与した。なお、MNAC 投与に特別な器具は用いず、
MNAC を手に持ち、2本の指で皮膚を挟むように MNAC を押し当てることで、皮膚に対
して垂直にかつ均一に投与した。MNAC は 3 分間皮膚に貼付し、その後回収した (実
験 5. 投与後の残存量測定に使用)。また、ポジティブコントロールである皮下投与群に
は、3-2. で調製した皮下注射用 OA溶液を、10、100及び 1,000 µg/rat となるようを腹部
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除毛皮膚に皮下投与した。また、初回投与後 2 週間後に、同製剤にて追加免疫を行っ
た。なお、初回免疫 2及び 4週間後に、左頸静脈から 500 µLの血液を採取し、遠心分
離 (9,000×g、10分間、4°C) した後、血漿 200 µLを分取した。分取した血漿は、測定ま
で-80°Cにて凍結保存した。 
 
7. 抗体価測定 
 血漿試料中における OA 特異的 Ig (G+A+M) 抗体価及び IgE 抗体価の測定は、
ELISA 法にて行った。なお血漿中抗体価は、OA 抗体測定用標準溶液より求めた。プレ
ート洗浄にはマイクロプレートウォッシャー (Dia-washer II; Dia Iatron Co. Ltd、東京、日
本) を用いた。吸光度は、マイクロプレートリーダー (MTP-300; コロナ電気株式会社、
茨城、日本) を使用し、450 nmの条件にて測定した。なお、初回免疫 2週間後の IgE抗
体価の変化率は、以下の計算式で求めた。 
 
IgE levelの変化率 (%) = 
100 × (免疫後 IgE level – 免疫前 IgE level) / 免疫前 IgE level 
 
8. 統計解析 
 データはすべて平均±標準誤差 (S.E.) で示した。血漿中抗体価の解析には、対応
のない二群間の検定 (Student’s unpaired t-test) を用い、有意水準を 1%または 5%とし
た。 
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第 2項 結果の部 
1. MNの形状観察 
 Figure 5及び Figure 6 に、調製した FL-OA含有MNACの明視野条件下及び蛍光照
射下撮影した画像を示す。拡大画像より、個々の MNの先端部に FL-OAが保持できて
いることが確認できた。 
 Figure 6 (a)、 (b) 及び (c) の両矢印でそれぞれ示すMNの高さ、FL-OA保持部分の
長さ及び底面部の直径に関する形状計測結果を Table 8に示す。 
 本調製方法で作製した FL-OA含有MNの高さ及び底面部の直径は、それぞれ 480±9 
μm 及び 275±8 μmであり、FL-OA保持部分は、MN先端から 155±5 μmであった。形
状観察の結果、調製した FL-OA含有MNACは、設計通り、高さ約 500 μm、底面約 300 
μmの円錐上の形状を有していること及びMNの上部に FL-OA を保持していることが確
認できた。 
 
 
Figure 5  Microscopical images of the FL-OA dissolving microneedles made of 
chondroitin sulfate. Left panel portrays overview images of dissolving 
microneedles under normal light. Right panel is fluorescence microscopical 
image. 
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Figure 6  Microscopy of enlarged image of the FL-OA dissolving microneedles. 
Left panel portrays overview images of dissolving microneedles under normal 
light. Right panel is fluorescence microscopical image. Arrows indicate the 
following lengths: (a) whole length, (b) length of the FL-OA space, and (c) 
diameter of the basement. 
 
 
Table 8  Physicochemical properties of FL-OA dissolving microneedles 
Microneedle 
Array 
Height (a)* 
(µm) 
Length of FL-OA 
space (b)* (µm) 
Diameter at 
basement (c)* 
(µm) 
FL-OA 
dissolving 
microneedles 
480±9 0~155±5 275±8 
Each value shows the mean±S.E. (n=6)                                              
*The alphabets inside the parentheses represent the corresponding length in Figure 6. 
 
2. MNAC中の OA含量と投与後の残存量測定及び投与量の算出 
Table 9にMNAC中の OA含量、投与後の残存量及び投与量の計算結果を示す。含
量が異なるよう処方設計した 3種類の OA含有MNACは、それぞれ、2.2±0.4、12.6±2.4
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及び22.7±1.3 μgのOAを保持できていることが確認できた。投与後の残存量は、初回含
量の 5%以下であり、ほぼ全量投与できているこがわかった。 
 
Table 9  OA content in dissolving microneedle array chips, recovered amount of OA 
and administered dose 
Formulation 
OA 
content 
(µg) 
Recovered amount of 
OA 
(µg) 
Administered 
dose 
(µg/rat) 
OA dissolving 
microneedles 
2.2±0.4 0.1±0.1 2.2±0.1 
12.6±2.4 0.5±0.2 12.0±0.2 
22.7±1.3 0.7±0.2 22.0±0.2 
SC injection 
solution 
- - 10* 
- - 100* 
- - 1000* 
Placebo 
microneedles 
- - - 
  Each value shows the mean±S.E. (n=4-10), *injected dose 
 
3. In vivo免疫応答実験結果 
 OA 含有 MNAC 投与群及びポジティブコントロールである皮下投与群における、初回
免疫 2及び 4週間後の血漿中抗体価を Table 10に示す。同投与量 (約 10 μg/rat) に
おける免疫結果を比較すると、OA 含有 MNAC 投与群は、皮下投与群と同等以上の血
漿中 Ig (G+A+M) 抗体の産生が認められた。また、OA 含有 MNAC 投与群 (約 10 
μg/rat) は投与量が 10 倍の皮下投与群 (100 μg/rat) と同じレベルの抗体価が得られ
た。 
 Table 11 は、placebo MNAC、OA 含有 MNAC (投与量 12.0±0.2 及び 22.0±0.2 
μg/rat) 及び皮下注射 (投与量 1,000 μg/rat) 投与 2週間後の血漿中 IgE抗体価の結果
を示す。OA含有MNAC投与後、血漿中 IgE抗体価は投与前と比べ有意な上昇を認め
なかった。さらに、placebo MNACでも IgE抗体価の上昇は認められなかったことより、本
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製剤投与により、アレルギー反応が起こらないことが確認できた。一方、皮下投与群では
IgE抗体価の上昇が認められ、その変化率は Placebo MNAC投与群と比べて有意に高
値を示した。 
 
Table 10  Administered dose of OA and total Ig (G+A+M) antibody 
Formulation 
Administered 
dose 
(µg/rat) 
Total 
Ig (G+A+M) after 
2 weeks  
×104 (U/mL) 
Total 
Ig (G+A+M) after 
4 weeks  
×104 (U/mL) 
OA dissolving 
microneedles 
 
2.2±0.1 3.2±0.3 39.8±13.3 
12.0±0.2 2.5±0.5 145.6±25.8 
22.0±0.2 2.8±0.6 70.3±39.2 
SC injection 
solution 
10* 2.0±0.8 67.1±23.5 
100* 4.7±1.1 124.0±38.1 
1000* 9.7±3.1 164.0±30.0 
Placebo 
microneedles 
- 0.2±0.1 0.5±0.2 
Each value shows the mean±S.E. (n=4-10), *injected dose 
 
Table 11  Plasma anti-OA IgE levels and the changing rate of IgE level at 2 weeks after 
the start of transcutaneous immunization against the pretreatment level 
Formulation 
Administered dose 
(µg/rat) 
IgE level (U/mL) Changing rate of 
IgE level (%) 0 week 2 week 
Placebo 
microneedles  
- 51.9±0.9 50.9±0.5 -1.7±2.3 
OA dissolving 
microneedles 
12.0±0.2 58.9±0.2 56.1±1.2 -4.7±2.0 
22.0±0.2 57.4±1.9 59.9±0.9 5.8±1.9 
SC injection 
solution 
1000 53.9±1.0 63.1±1.0 17.0±1.6a 
Changing rate; 100× (IgE level after immunization – IgE level before immunization)/IgE level 
before immunization injected dose, a p <0.01; significantly different placebo microneedles 
preparation. Each value shows the mean±S.E. (n=4-10) 
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第 3項 考察 
 経皮ワクチンは、近年その注目度が上がってきている。ワクチン抗原も難皮膚透過性
の高分子であるため、経皮ワクチンにおける最大の難関は、ワクチン抗原の皮膚透過で
ある。溶解性 MN への高分子化合物の適用及び経皮免疫の効果を評価し、その特性を
把握することは、経皮免疫接種を可能にするMN製剤開発のために重要である。 
 本節で用いた MN には、含有した OA の投与ロス (製剤中残存量) はほとんど認めら
れなかった。これは、MN 中の OA の保持部位 (先端からの長さ) に起因すると考える。
第 1章第 1節で調製したGST含有MNACと比較すると、OA保持部位 (先端~155 μm) 
は、GST保持部位 (先端~327 μm) より短い。以上より、本溶解性MNは、先端から一定
の長さ (160 μm~330 μm) までの刺入が可能であることが示唆された。 
 In vivo 免疫応答実験にて、同投与量 (10 μg/rat) における OA含有MNAC投与群と
皮下投与群を比較すると、MNAC 投与群の抗体価の方が高い傾向にあった。また、
MNAC投与群 (10 μg/rat) と 10倍量の OAで処置した皮下投与群 (100 μg/rat) を比
較すると、抗体価に差はなかった。これらの結果から、MNACにより OAが皮内に送達さ
れ、さらに皮下注射より少ない抗原量で免疫を惹起できることが明らかになった。ワクチ
ンの皮下投与と皮内投与では免疫応答メカニズムが異なり、皮下投与よりも皮内投与の
方が免疫賦活作用が高いことが報告されているので 22,23)、皮内に直接抗原を送達できる
MNによって高い免疫賦活効果が得られたものと考えられる。 
一方、OA 含有 MNAC 投与で Ig (G+A+M) 抗体産生が誘導できたことから、MNAC
により皮内送達された OA が、低分子化合物とは異なり、皮内に留まり免疫応答に有利
に働いていることが推測される。OA よりも分子量の小さいインスリン (分子量 6 kDa)、
hGH (分子量 22 kDa) 及び EPO (分子量 34 kDa) といったホルモン性医薬品について
は、溶解性 MN にて投与した際の BA が、それぞれ 97.9±17.3%、72.8~89.9%及び
65.9~69.0%であり、高い割合で全身循環系に吸収されることが報告されている 15,16,17)。ま
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た、溶解性 MN の前段階として検討していた 1 本状溶解性マイクロパイルによる薬物送
達に関する報告では、適用薬物の分子量が 40 kDa以上の物質の場合は、皮内残存量
の増加及び BA の低下のため、このような薬物に対する全身循環移行性の改善には適
さないことが確認されている 18)。以上を踏まえると、OA 分子量 (45 kDa) 近辺に、皮内
滞留と全身移行を分ける分子サイズの境界があることが予想される。よって、OA よりも高
分子であるワクチン抗原はMNにより皮内送達された後、皮内に残存し易く、効率良く免
疫応答を惹起すると考えられる。加えて、ワクチンアジュバントとして有名な水酸化アルミ
ニウムの役割の一つとして、抗原を投与部位に貯留させる効果 60)があると提唱されてい
ることから、抗原が皮内に留まることは、免疫効果増強に繋がると考える。 
以上より、高分子化合物含有溶解性MNは、ワクチン接種に応用可能な皮内送達型製
剤として有用性が高いと考えられた。 
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第 4項 小括 
OA 含有溶解性 MN の投与により、皮下注射と同等以上の抗体産生が認められた。
溶解性 MN は、難皮膚透過性薬物である高分子化合物 (モデル抗原) の皮膚透過に
有用であること、さらに、ワクチン接種に応用可能な皮内送達型製剤として効果を発揮す
るということが明らかになった。 
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第 2節 MNからの高分子化合物 (モデル抗原) の皮内送達部位についての検証 
 高さ 500 μmの針長を有する溶解性MNは、皮膚に投与後、角層を突破し、表皮層か
ら真皮層上部に到達すると報告されている 61,37)。角層の厚さは 10~20 μｍ、表皮層の厚
さは 50~150 μm であり 62,63)、その下に真皮層及び皮下組織が続いている。表皮層には
強力な抗原提示能を有する LC が、真皮層には各種サブセットを含む dDC が分布して
いる。経皮ワクチンターゲットとしてどちらの層が望ましいか、つまり、どちらの免疫細胞が
経皮免疫への寄与が大きいかについては、意見が分かれている。一般的に LC は強力
な抗原提示細胞として知られているが、LC 有力説 64,65,66,67,68,69)、dDC 有力説 70,71)共に
報告があり、結論は出ていない。 
 従来の TDDS 技術では、皮膚表層部から深部への抗原の拡散が基本となるため、特
に深部の真皮層特異的な効果を評価することは困難である 72)。したがって、従来の
TDDS 技術では、経皮ワクチン送達に対する、皮内送達部位の影響については検証さ
れてこなかった。また、各層への抗原送達を可能とする MN 製剤も、現在のところ報告さ
れていない。一方、本研究で調製した溶解性 MN は、基剤単独及び抗原を含有する基
剤の組み合わせからなる多層構造とすることが可能である。すなわち、MN 内の抗原の
保持部位を変えることで、皮内各層への抗原送達のコントロールが可能になると考えた。 
 そこで本節では、溶解性 MN による抗原の皮内デリバリー及び免疫効果について明ら
かにすることを目的とし、先端に抗原を保持する基本の 2層性MN （1層目: 抗原+基剤、
2 層目: 基剤） に加え、MN の中間層に抗原を保持する 3 層性 MN （1 層目: 基剤、2
層目: 抗原+基剤、3 層目: 基剤） を調製し、抗体産生能に基づき抗原送達部位による
免疫応答の違いについて評価した。 
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第 1項 実験の部 
1. 試薬及び実験材料 
第 2章第 1節 1項 1. 試薬及び実験材料の項に準じた。 
 
2. 実験動物 
第 2章第1節 1項 2. 実験動物の項に準じた。また、Wistar Hannover系雄性ラット (体
重 265~305 g) も、実験動物として用いた。 
 
3. OA含有 3層性MNAC (3層性MN) の調製 
 基本的な調製方法は、第 2章第 1節 1項 3-1. OA含有マイクロニードル・アレイ・チッ
プ (MNAC) の調製の項に準じた。なお、第 2 章第 1 節 1 項 3-1. で調製した 2 層性
MNAC と比較するため、本節では、調製した 3層性のMNACを 3層性MN、第 2章第
1節 1項 3-1. で調製した 2層性のMNACを 2層性MN と表記する。 
 3 層性 MN の調製では、粘稠性濃厚液をシリコーン樹脂製のメス型に塗布する工程を、
3工程とした (工程 1： コンドロイチン硫酸ナトリウムゲルの塗布、工程 2： OA含有コンド
ロイチン硫酸ナトリウムゲルの塗布、工程 3： コンドロイチン硫酸ナトリウムゲルの塗布)。
上記調製方法にて、3層構造を有する 3層性MNを得た。なお、含有量の異なる 3種類
の 3 層性 MN を調製した。さらに、形状観察及び皮内デリバリー性の評価用に、FL-OA
含有の 3層性MNを同手法により調製した。なお、OA : FL-OA 比を 3 : 1 として調製し
た。以下に本節で調製した 3層性MN及び第 2章第 1節 1項 3-1. で調製した 2層性
MNの詳細を記す。 
 
＜3層性MN＞ 
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第 1層 先端部： 構成成分 基剤 
第 2層 中間部： 構成成分 OA/FL-OA+基剤 
第 3層 根元部： 構成成分 基剤 
 
＜2層性MN＞ 
第 1層 先端部： 構成成分 OA/FL-OA+基剤 
第 2層 中間部〜根元部： 構成成分 基剤 
 
4. MNの形状観察 
第 2章第 1節 1項 4. MNの形状観察の項に準じた。 
 
5. 3層性MNの OA含量測定、投与後の残存量測定及び投与量の計算 
 第 2章第 1節 1項 5. MNAC中の OA含量測定、投与後の残存量測定及び投与量の
計算の項に準じた。 
 
6. 3層性MN及び 2層性MNからの皮内抗原送達部位の評価方法 
 FL-OA含有 3層性MN及び 2節で調製したFL-OA含有 2層性MNについて、FL-OA
の皮内抗原送達部位について評価した。 
 
6-1. ビデオマイクロスコープによる皮膚組織垂直切片の作成及び観察法 
 Wistar Hannover系雄性ラットに、ペントバルビタール生理食塩水を 50 mg/kg の用量
で腹腔内投与し、麻酔下、固定台で背位固定した状態で実験を行った。ラット腹部を、
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電気シェーバー (ES7111; パナソニック社、大阪、日本) で除毛した。FL-OA 含有 3 層
性MN及び 2層性MNをそれぞれラット腹部除毛皮膚に投与した。投与 30 秒、2分及
び 5 分後に皮膚組織を摘出した。摘出した皮膚組織を、凍結包埋剤 (Histo Prep®; 
Fisher Scientific International、New Jersey、USA) に包埋し、-80°Cの deep-freezerにて
速やかに凍結させた。垂直方向の皮膚凍結切片 (厚さ約 40 µm) を、マイクロトーム 
(THK; Kenis Ltd.、大阪、日本) により作製し、明視野条件下ビデオマイクロスコープ 
(VH-5500; 株式会社キーエンス、大阪、日本) にて観察した。さらに 495 nm 蛍光照射
下 FL 観察用にフィルターを取り付けた本マイクロスコープにて、皮膚凍結切片を観察し
た。 
 
6-2. 皮膚組織水平切片の作成と切片中 FL-OA分布率の測定方法 
 6-1. と同様の方法で FL-OA含有 3層性MN及び 2層性MNをそれぞれラット腹部除
毛皮膚に投与した。投与後皮膚組織を摘出した。摘出した皮膚組織を、凍結包埋剤に
包埋し、-80°Cの deep-freezerにて速やかに凍結させた。水平方向の皮膚凍結切片 (厚
さ 20 µm) を、皮膚表面から 400 µm の深度までクライオスタット (Leica CM 3050 S; 
Leica Inc.、Nussloch、Germany) により作製した。得られた凍結切片を、0.1 N NaOH 溶
液を 700 µL 入れたサンプルカップにそれぞれ移し、1 分間激しく攪拌し、各切片から
FL-OAを抽出した。抽出液を遠心分離 (9,000×g、5分、4°C) した後、上澄み 100 µLを
分取し、Fluoroskan (Ascent CF; Labsystems、Helsinki、Finland) にて蛍光強度を測定し
た (EX 485 nm、EM 538 nm)。各MN投与後のラット皮膚深度における FL-OA分布率
は、以下の計算式で求めた。 
 
FL-OA分布率 (%)  
=100 × 各皮膚切片における蛍光強度 / 全皮膚切片における最大蛍光強度 
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7. In vivo免疫応答実験 
第 2章第 1節 1項 6. In vivo免疫応答実験の項に準じた。 
 
8. 抗体価測定 
第 2章第 1節 1項 7. 抗体価測定の項に準じた。 
 
9. 統計解析 
 データは、すべて平均±標準誤差 (S.E.) で示した。血漿中抗体価の解析には、対応
のない二群間の検定 (Student’s unpaired t-test) を用い、有意水準を 1%または 5%とし
た。 
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第 2項 結果の部 
1. MNの形状観察 
 Figure 7及び Figure 8に、FL-OA含有 2層性MN及び 3層性MNの明視野条件下
及び蛍光照射下撮影した画像を示す。2層性MN の結果は、第 2章 1節 Figure 5及び
Figure 6 から引用した。3 層性 MN の拡大画像より、個々の MN の中層部に FL-OA が
保持できていることが確認できた。Figure 8 (a)、 (b) 及び (c) の両矢印でそれぞれ示
す MN の高さ、FL-OA 保持部分の長さ及び底面部の直径に関する形状計測結果を
Table 12に示す。本調製方法で作製した FL-OA含有溶解性MNの高さ及び底面部の
直径は、それぞれ 485±7 μm 及び 281±3 μmであり、FL-OA保持部分は、MN先端から
175±4~225±5 μmであった。形状観察の結果、調製した FL-OA含有 3層性MNは、第 
 
                
Figure 7  Microscopical images of the (A) two- and (B) three-layered FL-OA 
dissolving microneedles made of chondroitin sulfate as the base used in the in 
vivo delivery and distribution experiments. Left panels portray overview 
images of dissolving microneedles under normal light. Right panels are 
fluorescence microscopical images. 
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2章第 1節で調製した 2層性MN と比較し、FL-OA保持部位のみ異とする同様の
形状に調製できていることを確認した。 
                  
Figure 8  Microscopy of enlarged images of the (A) two- and (B) 
three-layered FL-OA dissolving microneedles. Left panels portray overview 
images of dissolving microneedles under normal light. Right panels are 
fluorescence microscopical images. Arrows indicate the following lengths: (a) 
whole length, (b) length of the FL-OA space, and (c) diameter of the 
basement. 
 
 
Table 12  Physicochemical properties of two- and three- layered dissolving 
microneedles 
Microneedle 
array 
Height (a)* 
(µm) 
Length of FL-OA 
space (b)* (µm) 
Diameter at 
basement (c)* (µm) 
Two-layered 
microneedles 
480±9 0~155±5 275±8 
Three-layered 
microneedles 
485±7 175±4~255±5 281±3 
Each value shows the mean±S.E. (n=6)                      
*The alphabets inside the parentheses represent the corresponding length in Figure 8. 
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2. 皮内における抗原送達部位の評価 
 FL-OA含有 2層性MN及び 3層性MN適用後の FL-OAの皮内送達部位について
評価した結果を以下に示す。 
2-1. MN投与後の皮膚組織垂直切片の観察 
 Figure 9に、2層性MN (A) 及び3層性MN (B) 投与後の皮膚垂直切片画像を示す。
FL-OA含有 2層性MN 投与群については、皮膚表面から約 200 μm付近に強い発光
が確認された。一方、FL-OA含有 3層性MN 投与群については、皮膚表面から約 100 
μm付近までに強い発光が確認された。2層性MNは主に真皮層に、一方3層性MN は
真皮上部及び表皮層へ抗原を送達していると考えられた。また、本製剤投与 30 秒後に
は皮内に FL-OAの蛍光が確認できたことより、投与後速やかに溶解性MNが一部溶解
し、含有されていた FL-OA が皮内に放出され始めたことが確認できた。また、投与 2 分
及び 5分後においても同部位に強い蛍光が確認された。 
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Figure 9  Microscopical images of the skin of rats who received the (A) two- and (B) 
three-layered dissolving microneedles containing FL-OA, as visualized through a 50× 
objective (scale bar : 200 µm). Dissolving microneedles of two types were administered 
to the rat abdominal skin. Thereafter, skin tissue samples were obtained at 30 s and 2 min 
and 5 min. Left panels are fluorescence microscopical images. Right panels show the 
corresponding brightfield microscopical images. 
 
2-2. 皮膚組織水平切片中 FL-OA分布率の評価 
 FL-OA含有 2層性 MN及び 3層性 MN投与後の皮膚深さ方向における FL-OA分
布率を Figure 10 に示す。2 層性 MN 投与後では、皮膚表面から 120 μm の部位で
FL-OA の分布率の最大値が観測された。分布率のパターンは、皮膚表面から深部 120 
μm にかけて徐々に増大し、それより深くなるに従い徐々に低下した。さらに、皮膚深部
160 μm~260 μmの部位における蛍光強度は、3層性MNに比べ有意に高かった。一方、
3層性MN投与後では、皮膚深部 20 μmの部位で FL-OAの分布率の最大値が観測さ
れた。分布率のパターンは、皮膚深部に向かって低下し、260 μmより深部でほぼ一定値
となった。皮膚表面から 20 μmの部位における分布率は、2層性MNに比べ有意に高か
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った。ラット腹部の皮膚は、角層の厚さ約 5 μm、表皮層の厚さ約 10~20 μm と 
いわれている 73,74)。本結果は、ラット皮膚において、2層性MNは主に真皮層に、一方
3層性MNは真皮上部及び表皮層へ抗原を送達したことを示唆している。 
                
Figure 10  Distribution profiles of FL-OA in the rat skin after administration by 
dissolving microneedles. Dissolving microneedles of two types were administered to the 
rat skin. Skin tissue samples were obtained at 1 min. The 20 μm thick slice samples were 
obtained and FL-OA contents in each slice were determined spectrofluorometrically. The 
distribution ratio of FL-OA in rat skin was calculated using 100×fluorescent intensity of 
each section/maximum fluorescent intensity in all sections. The open squares show data 
obtained after administration of two-layered dissolving microneedles containing FL-OA. 
The open circles represent data for three-layered dissolving microneedles. **p <0.01; 
significantly different from two-layered microneedles. *p <0.05; significantly different 
from three-layered microneedles. Each value shows the mean±S.E. (n=5). 
 
3. 3層性MN中の OA含量と投与後の残存量測定及び投与量の算出 
 Table 13にOA含有 3層性MN中のOA含量、投与後の残存量及び投与量の測定結
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果を示す。なお、OA含有 2層性MN及び皮下投与群の結果と比較するため、第 2章第
１節で得られた結果を、同じ Table 内に合わせて示す。含量が異なるよう処方設計した 3
種類の OA含有 3層性MNは、それぞれ、2.2±0.3、13.7±0.5及び 21.1±1.6 μgの OAを
含有していた。また、投与後の残存量も第 2 章第 1 節で示した 2 層性 MN 同様極めて
少なく、ほぼ全量投与できていることが確認できた。 
 
Table 13  OA content in dissolving microneedle array chips, recovered amount of OA 
and administered dose 
Formulation 
OA 
content 
(µg) 
Recovered amount of 
OA 
(µg) 
Administered 
dose 
(µg/rat) 
Two-layered 
microneedles 
2.2±0.4 0.1±0.1 2.2±0.1 
12.6±2.4 0.5±0.2 12.0±0.2 
22.7±1.3 0.7±0.2 22.0±0.2 
Three-layered 
microneedles 
2.2±0.3 0.5±0.2 1.8±0.2 
13.7±0.5 1.0±0.8 12.6±0.7 
21.1±1.6 0.7±0.3 20.4.±0.3 
SC injection 
solution 
- - 10* 
- - 100* 
- - 1000* 
Placebo 
microneedles 
- - - 
Each value shows the mean±S.E. (n=4-10), *injected dose 
 
4. In vivo免疫応答実験結果 
 OA含有3層性MN投与群における初回免疫 2及び4週間後の血漿中抗体価をTable 
14及び Figure 11に示す。なお、OA含有 2層性MN及び皮下投与群の結果と比較す
るため、第 2章第 1節で得られた結果を同じ Table及び Figure 内に合わせて示す。 
 同投与量における 2層性MN及び 3層性MNを比較すると、OA含有 3層性MN投
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与群から得られた血漿中 Ig (G+A+M) 抗体価は有意に高く、2層性MN投与群に比べ
2.5~7倍の価を示した。また、3層性MNでは、皮下投与群に比べても明らかに高い抗体
産生が確認できた。3層性MN投与群においても、2層性MN投与群同様、IgE抗体の
産生は認められなかった (Table 15)。 
 
Table 14  Administered dose of OA and total Ig (G+A+M) antibody 
Formulation 
Administered 
dose 
(µg/rat) 
Total 
Ig (G+A+M) after 
2 weeks  
×104 (U/mL) 
Total 
Ig (G+A+M) after 
4 weeks  
×104 (U/mL) 
Two-layered 
microneedles 
2.2±0.1 3.2±0.3 39.8±13.3 
12.0±0.2 2.5±0.5 145.6±25.8 
22.0±0.2 2.8±0.6 70.3±39.2 
Three-layered 
microneedles 
1.8±0.2 16.5±1.9a 282.8±78.5 b 
12.6±0.7 13.0±4.3 368.4±42.5 a 
20.4.±0.3 14.4±0.6 a 394.6±45.6 a 
SC injection 
solution 
10* 2.0±0.8 67.1±23.5 
100* 4.7±1.1 124.0±38.1 
1000* 9.7±3.1 164.0±30.0 
Placebo 
microneedles 
- 0.2±0.1 0.5±0.2 
Each value shows the mean±S.E. (n=4-10), *injected dose, a, b compared to two-layered 
dissolving microneedles group at the corresponding dose (a p <0.01, b p <0.05) 
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Figure 11  Plasma OA specific total Ig (G+A+M) antibody concentrations at (A) 2 
and (B) 4 weeks post first immunization after transcutaneous administration of two- 
and three-layered dissolving microneedles containing OA to the abdominal rat skin. 
Plasma OA specific total Ig (G+A+M) antibody concentrations were measured using 
ELISA. The gray bars denote antibody concentrations obtained after administration of 
two-layered OA dissolving microneedles, 22.0±0.2 μg/rat. The black bars denote 
those obtained after administration of three-layered OA dissolving microneedles, 
20.4±0.3 μg/rat. The white bars denote those obtained after subcutaneous 
administration of OA: 100 μg/rat. * p <0.05, * * p <0.01: significantly different from 
three-layered microneedles. Each value shows the mean±S.E. (n=4-5). 
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Table 15  Plasma anti-OA IgE levels and the changing rate of IgE level at 2 weeks after 
the start of transcutaneous immunization against the pretreatment level 
Formulation 
Administered 
dose (µg/rat) 
IgE level (U/mL) Changing rate of IgE 
level (%) 0 week 2 week 
placebo 
microneedles  
- 51.9±0.9 50.9±0.5 -1.7±2.3 
Two-layered 
microneedles 
12.0±0.2 58.9±0.2 56.1±1.2 -4.7±2.0 
22.0±0.2 57.4±1.9 59.9±0.9 5.8±1.9 
Three-layered 
microneedles 
12.6±0.7 61.7±0.6 58.2±1.9 -5.4±4.0 
20.4±0.3 60.2±1.1 56.4±0.8 -6.3±2.5 
SC injection 
solution 
1000* 53.9±1.0 63.1±1.0 17.0±1.6a 
Changing rate; 100× (IgE level after immunization – IgE level before immunization)/IgE level 
before immunization, *injected dose, a p <0.01; significantly different placebo microneedles 
preparation. Each value shows the mean±S.E. (n=4-10) 
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第 3項 考察 
現在、注射に代わる簡便なワクチンの投与方法の確立が望まれている。またワクチン
は、感染症のパンデミック時には大規模投与が必要になることに加え、大量生産が難し
い医薬品であることから、より効率的にその効果が得られる投与システムの構築が非常
に重要だと考えられる。 
皮膚は、解剖生理学的に免疫に適した組織である。さらに皮内を組織学的に細分化
した場合、存在している免疫細胞群は異なる。本研究では、効率的にワクチン効果を得
るため、LCの分布する表皮層あるいは、dDCの分布する真皮層に抗原をデリバリーする
ことを考えた。抗原の皮内送達部位のコントロールには、MNの針長を調整する方法と薬
物の保持部位を調整する方法が考えられる。溶解性MNの場合、その強度を保つため、
針長を基本形状である 500 µmから短くすることは望ましくない。よって本節では、抗原保
持部位の調整を試み、基本の 2層性MNに構造上の工夫を施した 3層性MNを調製し
た。 
 抗原送達部位のコントロールのため、皮内構造 62,63)及び MN が皮膚に刺入する深
さ 37,61)を加味し、2 層性 MN は真皮層に、一方 3 層性 MN は表皮層と真皮層上部に、
抗原を送達するよう設計した。FL-OA 分布画像及び皮内分布率の結果より、2 層性 MN
は 3層性MN と比べて、真皮層を中心に抗原を送達することが確認できた。 
 In vivo免疫応答実験において、2層性MN、3層性MN及び皮下投与群を比較すると、
3層性MN投与群で最も高い抗体産生が確認された。このことは、MNの抗原保持部位
を調整することで、抗原の表皮層への送達が可能となり、より少量で効率的なワクチン効
果を誘導できる可能性があることを示している。 
 以上の結果から、抗原保持部位を調整するなど MN に製剤学的工夫を施すことにより、
抗原の皮内送達をコントロールし、より効率的なワクチン効果をもたらす経皮免疫製剤の
開発が可能になるものと考える。 
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なお本研究では、送達した抗原の免疫細胞への捕食率やリンパ節移行後の抗原提
示能などは評価していないため、今後は免疫学的な評価及び解析を行い、経皮ワクチ
ンにおける各免疫細胞の役割を明らかにしていくことが必要であると考える。 
一方、表皮層や真皮層の厚さは、体表部位、人種及び年齢によって異なる。抗原保
持部位について、複数のパターンの MN を調製できれば、将来、個別化医療にも応用
できると考える。 
 以上より、経皮ワクチンデバイスとして溶解性 MN を設計する際、表皮層から真皮層上
部が標的となるように MN 中に抗原を保持させることで、効率的な経皮免疫を行うことが
可能であることが明らかになった。このような MN の特性を生かすことで、より少量の抗原
で、最大のワクチン効果が得られる経皮免疫製剤の開発に繋がると考える。 
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第 4項 小括 
本節で開発した 3層性MNが、注射に代わる簡便かつ効率的な経皮免疫製剤である
ことが示唆された。免疫学的観点から、溶解性MNの特性を生かして抗原保持部位を調
整し、皮内送達部位をコントロールすることの重要性が明らかになった。 
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第 3章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション (物理的刺激に関する初期
評価) 
経皮ワクチン分野の発展及び MN の本分野への応用を見据え、第 2 章では、抗原の
皮内送達と抗体産生に着目し、MN の経皮免疫製剤としてのキャラクタリゼーションを行
った。MN は、微小なニードルを利用して皮膚に物理的に小孔を開け、薬物透過ルート
を形成する。つまり、MN の投与には物理的な刺激が伴う。皮膚への物理的刺激が免疫
応答に影響することも報告されており 24)、MN のような物理的な刺激が樹状細胞に対し
て影響を及ぼす可能性があるが、これらに着目した研究は現在のところ報告されていな
い。そこで、第 3章ではMNの投与に伴う物理的な刺激に着目し、MNの経皮免疫製剤
としてのキャラクタリゼーションを行った。 
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第 1節 MN投与に伴う皮膚への物理的刺激が皮膚樹状細胞へ与える影響について 
 前述してきたように、皮膚は解剖生理学的に、単なる物理的バリアとしてだけではなく、
免疫学的なバリアとしても働いている 43)。LC や dDC といった樹状細胞やケラチノサイト
の働きで、侵入してきた異物に対し免疫応答を引き起こす。 
 実際、皮膚の角層を物理的に取り除くテープストリッピング法により、LC が活性化する
ことが知られている。活性化した LCは、細胞表面抗原であるMHC class-IIや共刺激分
子が増加する。テープストリッピング法で活性化した LC は、通常の LC に比べ、高い免
疫惹起能を有すると報告されている 24,75,76,77)。以上の知見より、皮膚への物理的な刺激
は皮内環境に影響を及ぼし、免疫反応が起きやすい状態を作ると考えられる。MN の投
与も同様に皮内環境に影響を及ぼすと考えられるが、その詳細は明らかにされていな
い。 
 現在、ワクチン開発の問題点として、アジュバントの効果とその安全性の確保が挙げら
れている。アジュバントは、免疫応答賦活剤として ワクチンに添加され、ワクチン本体の
効果を高める。アジュバントの働きとして自然免疫活性化が挙げられる。そのアウトプット
の一つとして樹状細胞上の共刺激分子の発現増加が知られている 78)。また、これらアジ
ュバント作用は、ワクチンの効果を得るために必須だと考えられている 79)。一方、アジュ
バントの安全性については、IgE 誘導によるアレルギー反応や発熱を始め、Alum による
神経系統へのダメージ 80,81)、さらに自己抗体誘導に伴う重症筋無力症 82)や全身性エリ
テマトーデス 83)などの多くの副作用が報告されている。 
 以上の知見を加味し、MN 投与に伴う皮膚への物理的刺激も免疫賦活作用として働く、
つまり物理的刺激がアジュバント様効果をもたらすのではないかと考えた。加えてMNは
これまでの研究により安全性にも優れていることが明らかにされている。そこで本節では、
MN投与に伴う皮膚への物理的刺激が、皮膚樹状細胞を賦活化させるアジュバント様効
果をもたらすかどうかについて検討することにした。 
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 本節では、MN の投与に伴う物理的刺激に着目したため、皮膚への刺入深さを指標と
して、刺激の強弱による免疫細胞への影響も評価した。刺入深さの調整のため、針長の
異なる MN を用いる必要がある。しかし、溶解性 MN の針長を基本形状である 500 µm
から短くすることは、MN の強度の観点から望ましくない。よって、評価の正確性及び簡
便性を優先し、本節では金属製 MN を用いて初期評価を行った。物理的刺激後の免疫
細胞の評価については、細胞表面抗原分子の発現率を分子生物学的手法で解析した。
さらに皮膚の形態学的な観察を行い、MN 投与後の皮膚の修復性、発赤及び紅斑等の
有無を評価した。 
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第 1項 実験の部 
1. 試薬及び実験材料 
 マイクニードルスタンプは、CA CELEB BEAUTY (大阪、日本) より購入した。FcR 
Blocking regent、phycoerythrin (PE)-labeled CD11b、Allophycocyanin (APC)-labeled 
MHC class-II は、Miltenyi Biotec K.K. (Bergisch Gladbac、Germany) より購入した。
APC/Cy7-labelled CD45、Brilliant Violet 511-labelled CD11c、PE/Cy7-labelled CD86、 
Brilliant Violet 421-labelled CD80及び Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled CD54
は、Biolegend Co. Ltd. (California、USA) より購入した。コンドロイチン硫酸ナトリウムは
ZPD A/S (Esbjerg、Denmark) より購入した。ブリリアントグリーンは、和光純薬工業株式
会社 (大阪、日本) より購入した。その他の試薬類は、すべて市販の特級品を精製せず
に用いた。 
 
2. 実験動物 
 C57BL/6 系雄性マウス (7 週齢) は、三共ラボサービス (東京、日本) より購入した。
1 週間の順化後、健康なマウスを実験に用いた。なお、動物の飼育及び実験は城西大
学動物実験管理委員会の承諾を得た後、城西大学動物実験倫理規定に従い行った。 
 
3. MNの形状観察 
 本節で用いた 2種類のマイクロニードルスタンプ (針長 500 µm: 500 µm MN、針長 300 
µm: 300 µm MN) の形状観察を、Microscope (VHX-2000: KEYENCE、大阪、日本) を
用いて行った。各MNの高さ及び底面の直径を測定した。 
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4. MNの皮内刺入距離の評価 
 500 µm MN及び 300 µm MN処置群におけるMNの皮内刺入距離 (刺入深度) を評
価するために、それぞれのMNを以下に示す様にコーティングし、in vivo 実験にて確認
した。 
4-1. コーティングマイクロニードルの調製 
 第 2章第 2節までの知見を元に、500 µm MN 及び 300 µm MNのマイクロニードルに
溶解性ゲルをコーティングし、皮内に到達した深さまでコーティング部分が溶解するコー
ティングマイクロニードルを調製した。まず、トレーサー色素であるブリリアントグリーン 1 
mg及びコンドロイチン硫酸ナトリウム 100 mgをサンプルカップに秤量し、160 µLの精製
水を加え、ゲル状になるまで練り、粘調性の濃厚液を室温下で調製した。粘稠性濃厚液
をマイクロニードルに塗布し、シリカゲル (関東化学、東京、日本) 入り密閉容器にて乾
燥させた。1時間後取り出し、溶解性コーティングマイクロニードルを得た。 
 
4-2. 皮内刺入距離の測定 
 C57BL/6 系雄性マウス (8 週齢) に、ペントバルビタール生理食塩水を 30 mg/kg 
の用量で腹腔内投与した。麻酔下にて固定台で腹位固定した状態で実験を行った。マ
ウスの背部を、電気シェーバー (ES7111; パナソニック社、大阪、日本) 及び除毛クリー
ム (epilat; クラシエホールディング株式会社、東京、日本) で除毛した。背部除毛皮膚
にコーティングマイクロニードルを投与後、各製剤を回収し、コーティング溶解部分の長
さを測定した。溶解部分の長さを皮内刺入距離とした。 
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5. 皮膚への物理的処置及び免疫応答実験 
C57BL/6系雄性マウス (8週齢) に、ペントバルビタール生理食塩水を 30 mg/kg の
用量で腹腔内投与した。マウスの背部を左右 1×2 cm2ずつ、電気シェーバー (ES7111; 
パナソニック社、大阪、日本) 及び除毛クリーム (epilat; クラシエホールディング株式会
社、東京、日本) で除毛した。各処置群につき 8匹以上のマウスで実験を行った。 
5-1. 物理的処置後の表皮樹状細胞 (LC) の評価 
実験動物を処置毎に 5群に分けた。処置群は、500 µm MN処置群、300 µm MN処
置群、テープストリッピング処置群 (TS)、生理食塩水皮下注射処置群 (SC) 及び無処
置群とした。テープストリッピング処置は LC を活性化することが知られているため、ポジ
ティブコントロールとして選択した。各物理的処置は、右背部除毛皮膚に行った。左背部
は各群のコントロールとした。MN処置は、製剤を手に持ち 10秒間押し当てることで行っ
た。テープストリッピング処置については、adhesive テープ (セロテープ ®、ニチバン株
式会社、東京、日本) で、3 回ストリッピング処理を行った。生理食塩水皮下注射処置群
については、処置部位に計 3 箇所 0.1 mL ずつ生理食塩水を投与した。無処置群につ
いては、除毛のみ行い、左右皮膚共に物理的処置は行わず、ネガティブコントロールと
した。各処置群につき、処置 12 時間後、左右の皮膚を摘出した。また、LC 細胞表面抗
原の発現について経時的変化を評価するため、500 µm MN 処置群については、別途
実験を行い、処置 3、6、12 及び 24 時間後に左右の皮膚を摘出した。摘出皮膚は、実
験 6. 表皮細胞及び真皮細胞分散液の調製に使用した。 
 
5-2. 物理的処置後の真皮樹状細胞 (dDC) の評価 
 実験動物を処置毎に 4群に分けた。処置群は、500 µm MN処置群、300 µm MN処置
群、生理食塩水皮下注射処置群 (SC) 及び無処置群とした。それぞれの処置後の操作
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は、実験 5-1. 物理的処置後の表皮樹状細胞 (LC) の評価に準じた。 
 
6. 表皮細胞及び真皮細胞分散液の調製 
 実験 5. で得られた摘出皮膚を、速やかに Epidermal dissociation kit (Miltenyi Biotec 
K.K.、Bergisch Gladbach、Germany) にて、酵素処理した。5℃以下で 16時間酵素処置
した後、ピンセットを用い表皮組織と真皮組織に分離した。表皮細胞の分散には kit内酵
素を使用した。分散液を繰り返しピッペティング操作した後、70 µm cell strainer (BD 
Biosciences、Le Pont de Claix、France) で濾過し、表皮細胞懸濁液を調製した。真皮組
織は、Hyaluronidase type IV-S (シグマアルドリッチ株式会社、東京、日本 ) 及び
Collagenase Type II (フナコシ株式会社、東京、日本) で 37℃、5%CO2条件下で 1時間
インキュベートして分散させた。さらに、分散液を繰り返しピペッティング操作し、70 μm 
cell strainerで濾過し、真皮細胞懸濁液を調製した。 
 
7. 樹状細胞表面抗原の解析 
 表皮及び真皮細胞懸濁液中の単離細胞は、洗浄後約 1×106 cells になるよう調製し、
各蛍光抗体染色に用いた。細胞懸濁液は、同処置群のマウス 2 匹分を合わせて使用し
た。FcRによる非特異的結合を防ぐため、細胞懸濁液に FcR Blocking regentを添加し、
氷上暗所 (4°C) 条件下で 10 分間処理した後、抗体染色を行った。細胞表面抗原の解
析に用いたモノクロナール抗体を下記に示す；APC/Cy7-labelled CD45、PE-labeled 
CD11b 、 Brilliant Violet 511-labelled CD11c 、 APC-labeled MHC class-II 、
PE/Cy7-labelled CD86、Brilliant Violet 421-labelled CD80 及び FITC-labeled CD54。上
記抗体で 7重染色を行った。抗体染色は、氷上暗所 (4°C) の条件で、30分間行った。
細胞表面抗原の測定には、FACScan; MACS Quant Analyzer (Miltenyi Biotec K.K.、
Bergisch Gladbach、Germany) を用いた。死細胞を検出するため、細胞懸濁液に 1% 
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propidium iodide溶液 (PI; Miltenyi Biotec K.K.、Bergisch Gladbach、Germany) を添加
して測定した。PE 陰性、CD45 陽性、 CD11b 陽性及び CD11c 陽性をゲーティングし、
樹状細胞を選別した。LC、dDC に相当する本細胞集団における CD86、CD80、CD54 
及びMHC class-IIの発現量を評価した 84,85,86,87)。細胞表面抗原の発現量の評価方法と
して、平均蛍光強度 (Mean Fluorescence Intensity: MFI) を用いた。各群間における細
胞表面抗原の発現量の相対比較を行うため、相対平均蛍光強度  (Relative Mean 
Fluorescence Intensity: RMFI) を以下の計算式で求めた。 
 
相対平均蛍光強度 (RMFI) =  
物理的処置部位における樹状細胞表面抗原の平均蛍光強度 (右背面部皮膚) /  
物理的無処置部位における樹状細胞表面抗原の平均蛍光強度 (左背面部皮膚) 
 
8. In vivo 皮膚形態学的観察 
 C57BL/6 系雄性マウス (8 週齢) に、ペントバルビタール生理食塩水を 30 mg/kg の
用量で腹腔内投与した。マウスの背部を電気シェーバー (ES7111; パナソニック社、大
阪、日本) 及び除毛クリーム (epilat; クラシエホールディング株式会社、東京、日本) で
除毛した後、除毛皮膚に 500 µm MN、300 µm MNで処置した。処置直後から経時的に
観察及び撮影を行うことで、投与後の皮膚の様子を評価した。皮膚撮影には Digital 
Camera D60 (NIKON、東京、日本) を使用した。 
 
9. 統計解析 
 データはすべて平均±標準誤差 (S.E.) で示した。2 群間における細胞表面抗原発現
量の解析には、対応のない二群間の検定 (Student’s unpaired t-test) を用い、有意水準
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を 0.1、1 または 5%とした。また多群間における細胞表面抗原発現量の解析には、
ANOVA を用い、Dunnett 検定あるいは Tukey 検定を行い、有意水準を 0.1、1 または
5%とした。 
 
   
   
 71  
第 2項 結果の部 
1. MNの形状観察 
Figure 12 は、本節で用いたマイクロニードルスタンプの全体画像 (A) 及びニードル
部の拡大画像 (B) を示す。本製剤は、直径 8 mm円形台座に、円錐状のチタン性MN
を 34本有している。MNの高さ及び底面部の直径の形状計測結果を Table 16に示す。
500 μm MN及び 300 μm MNの 2種類のMNの高さは、それぞれ 497.6±0.9 μm 及び 
298.7±1.4 μmであり、底面部の直径は、それぞれ 179.6±1.8 μm及び 157.6±2.0 μmであ
った。形状観察の結果、本節で用いた 2種類のマイクロニードルスタンプは、各MNが、
高さ約 500 μmあるいは約 300 μmであることを形状観察により確認できた。 
 
         
Figure 12  (A) Stamp-type microneedle device (Derma Stamp). (B) 
Magnified view of microneedles, observed by a video microscope. The 
microneedles are composed of titanium arranged in a circle of 8 mm radius. 
The Derma Stamp has 34 microneedles. 
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     Table 16  Size of microneedle in two-stamp microneedle devices 
 Actual height (μm)  
Actual diameter at 
basement (μm) 
500 μm 
microneedles 
497.6±0.9 179.6±1.8 
300 μm 
microneedles 
298.7±1.4 157.6±2.0 
         Each value shows the mean±SE (n=9). 
 
2. MNの皮内刺入距離結果 
 Figure 13は、コーティングした 500 μm MN及び 300 μm MNの皮膚投与前後の画像を
示す。皮膚投与後に、先端から部分的にコーティングが溶解している像が観察され、皮
内に刺入した部分を示していると考えられる。皮膚投与前のコーティング部位及び皮膚
投与後のコーティング溶解部分の計測結果を Table 17 に示す。皮膚投与後の 500 μm 
MN 及び 300 μm MN におけるコーティング溶解部分の長さは、それぞれ先端から、
230.3±4.9 及び 127.7±3.3 μm であった。この長さは、各マイクロニードルの皮内刺入距
離と考えられる。 
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               500 μm MN 
                   
              300 μm MN 
                   
Figure 13  Microscopic images of the 500 μm (A, B) and 300 μm (C, 
D) microneedles coated with a mixture of chondroitin sulfate and 
Brilliant Green. (A, C) Images of coated microneedles before 
application. (B, D) Images of coated microneedles after the application 
on the shaved dorsal skin. The white bars indicate the whole coated 
portion before application (a) and the dissolved portion after application 
(b). 
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Table 17  The lengths of the coated portions of microneedles before application and the 
lengths of the dissolved portions of microneedles after application to mouse skin 
 
Length of coated portion 
(μm) 
Length of dissolved portion 
(μm) 
 
 
 
500 μm microneedles 494.9 ± 3.5 230.3 ± 4.9 
 
 
300 μm microneedles 300.4 ± 1.8 127.7 ± 3.3 
 
 
Each value shows the mean±SE (n=6-11). 
 
3. 物理的処置に伴う皮内免疫応答 (表皮) 
3-1. 500 μm MN処置に伴う LC表面抗原の発現変化 
 抗原提示細胞は、活性化すると、MHC class-II、共刺激分子である CD86、CD80 ある
いは CD54分子の発現強度が上がることが知られている 24,84,88,89)。Figure 14は、500 μm 
MN処置群における LC表面上の各分子の発現変化を示している。Figure 14 (A) 及び 
(B) は、それぞれ各分子のヒストグラム及びMFIを示している。なお、抗体無添加にて同
解析を行い、物理的処置の有無による各波長での自家蛍光及びその変化がないことを
確認した。LC 上のこれら細胞表面抗原分子について、500 μm MN 処置皮膚と無処置
皮膚を比較した結果、MN処置により LC上のMHC class-II分子及び共刺激分子の発
現が増加した。MFIは、MHC class-II、CD86、CD80及び CD54分子に対してそれぞれ
3.5、3.5、1.4及び 1.3倍増加しており、このうちMHC class-II、CD86及び CD54分子の
発現増加は有意であった。これらの結果は、MN 処置により LC が活性化することを示し
ている。 
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Figure 14  Expression of MHC class-II, CD86, CD80, and CD54 on 
epidermal LCs (A) (histogram; gray: control, black: treated with 500 μm 
microneedles) Epidermal cell suspensions were prepared from skin treated 
with or without application of 500 μm microneedles. The treated skin 
samples were obtained 12 h after application of microneedles. The MFI of 
MHC class-II, CD86, CD80, and CD54 on LCs in epidermal cells was 
measured using flow cytometry (B) (MFI; white bar: control, black bar: 
treated with 500 μm microneedles). Each point shows the mean±S.E. of 
five experiments. Statistical significance was evaluated by paired t-test.  
* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001: significantly different from 
control. 
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3-2. 種々処置後の LC表面抗原の発現変化の比較 
皮膚への様々な物理的処置に伴うLCの活性化を評価するため、LC表面抗原の発現
変化の解析を行った。Figure 15 に各物理的処置後における細胞表面抗原の発現変化
を示す。ポジティブコントロールであるTS処置により、MHC class-II及びCD86分子の発
現が増加する傾向を示した。500 μm MN 及び 300 μm MN 処置群については、MHC 
class-II、CD86及び CD80分子の発現が有意に増加し、特に MHC class-II及び CD86
に対する影響が顕著であった。さらに、500 μm MN処置群でのMHC class-II及びCD86
分子の発現は、TS処置群に比べ有意に高かった。500 μm MN処置及び 300 μm MN
処置群を比較した結果、MHC class-II発現に対して 500 μm MN処置で有意に高い発
現を示し、CD86に対しては有意な差は無いものの 500 μm MN処置の方が、発現が高
い傾向を示した。したがって、MNの皮内刺入距離の差、つまりMNによる皮膚への物理
的刺激強度の差により LC の活性化に差がある可能性が考えられた。なお、一般的なワ
クチン投与方法である皮下注射処置群において、細胞表面抗原の発現変化は認められ
なかった。 
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Figure 15  Expression of MHC class-II, CD86, CD80, and CD54 on the epidermal LCs 
after treatment with microneedles, TS or subcutaneous injection. The RMFI was 
calculated as MFI of treated skin samples (right dorsal skin)/MFI of control skin samples 
(left dorsal skin). The epidermal cell suspensions were prepared from right and left dorsal 
skin. The right dorsal skin was treated with microneedles, TS, or subcutaneous injection 
12 h previously. The left dorsal skin was not treated. Each point shows the mean±S.E. of 
four to six experiments. Statistical significance was evaluated using ANOVA with Tukey’s 
test. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001: significantly different from control or 500 μm 
microneedles group. 
 
3-3. 500 μm MN処置に伴う LC表面抗原の経時的発現変化 
  Figure 16は、500 μm MN処置群における LC表面抗原の経時的発現変化を示す。
処置後 3、6、12 及び 24 時間での LC 上の細胞表面抗原の発現を評価した。MHC 
class-II及び CD86発現は、処置後経時的に増大し、12時間後に最大の発現を示した。
CD80 及び CD54はその発現強度は弱いものの、処置後 3時間で最大値を示し、24時
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間後の発現強度は刺激を与える前の状態に戻っていた。以上の結果より、500 μm MN
処置により、LCは速やかにかつ一過性に活性化されることが示唆された。 
       
Figure 16  The time-dependent change in the expression of MHC class-II, CD86, CD80, 
and CD54 on the epidermal LCs at 3, 6, 12, and 24 h after application with 500 μm 
microneedles. The RMFI was calculated as MFI of treated skin samples with application 
of 500 μm microneedles (right dorsal skin)/MFI of control skin samples (left dorsal skin). 
Each value shows the mean±S.E. of four to five experiments. Statistical significance was 
evaluated using ANOVA with Dunnett’s test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
compared with the RMFI at 0 h. 
 
4. 物理的処置に伴う皮内免疫応答 (真皮) 
4-1. 500 μm MN処置に伴う dDC表面抗原の発現変化 
 Figure 17は、500 μm MN処置群における真皮表面上の各分子の発現変化を示してい
る。Figure 17 (A) 及び (B) は、それぞれ各分子のヒストグラム及びMFIを示している。
なお、抗体無添加にて同解析を行い、物理的処置の有無による各波長での自家蛍光及
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びその変化がないことを確認した。dDC 上の 4分子について、500 μm MN 処置皮膚と
無処置皮膚を比較した結果、MN処置により dDC上のMHC class-II及び CD86分子の
発現がそれぞれ 2.1 及び 1.7 倍増加しており、その発現は有意に高かった。これらの結
果は、MN処置により dDCが活性化されることを示唆している。 
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Figure 17  Expression of MHC class-II, CD86, CD80, and CD54 on dDCs 
(A) (histogram; gray: control, black: treated with 500 μm microneedles). 
Dermal cell suspensions were prepared from skin treated with or without 
application of 500 μm microneedles. The treated skin samples were 
obtained at 12 h after this application. The epidermal sheet was removed 
from the skin samples. Subsequently, the dermal cells were isolated from 
the residual skin samples. The MFI of MHC class-II, CD86, CD80, and 
CD54 on dDC in dermal cells was measured using flow cytometry (B) 
(MFI; white bar: control, black bar: treated with 500 μm microneedles). 
Each point shows the mean±S.E. of five experiments. Statistical 
significance was evaluated by paired t-test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 
0.001: significantly different from control. 
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4-2. 種々処置後の dDC表面抗原の発現変化の比較 
 Figure 18に各物理的処置後における dDC表面抗原の発現変化を示す。500 μm MN
及び 300 μm MN処置群については、MHC class-II及び CD86分子の発現が、有意に
増加した。500 μm MN処置群及び 300 μm MN処置群を比較した結果、500 μm MN処
置群の方が各分子の発現は高い傾向があるものの、有意な差は認められなかった。な
お、一般的なワクチン投与方法である皮下注射処置群において、dDC 表面抗原の発現
は誘導されなかった。 
            
Figure 18  Expression of MHC class-II, CD86, CD80, and CD54 after treatment with 
microneedles or subcutaneous injection. The RMFI was calculated as MFI of treated 
skin samples (right dorsal skin)/MFI of control skin samples (left dorsal skin). The 
dermal cell suspensions were prepared from right and left dorsal skin. The right dorsal 
skin was treated with microneedles or subcutaneous injection 12 h previously. The left 
dorsal skin was not treated. Each point shows the mean±S.E. of four to five 
experiments. Statistical significance was evaluated using ANOVA with Tukey’s test. 
* p < 0.05, ** p < 0.01: significantly different from control group. 
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5. 皮膚形態学的評価 
Figure 19は、マウス除毛皮膚に 500 μm MN、300 μm MNを投与した後、経時的に撮
影した皮膚表面画像を示す。MN 処置直後、皮膚には穿孔が確認された。時間の経過
と共にその穿孔は薄れていき、500 μm MN投与 15分後には確認できたが、1時間後に
は元通りの皮膚の状態に戻った。一方、300 μm MN 投与後についても同様で、時間の
経過と共に穿孔は薄れ、1 時間後には元通りの皮膚の状態に戻った。MN 投与後の皮
膚には、発赤や紅斑等は残らなかった。これらは、MN による皮膚構造変化が、一過性
であることを示唆している。 
 
 
Figure 19  Photographs of mouse skin after the application of 500 μm microneedles  
and 300 μm microneedles 
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第 3項 考察 
 皮膚は物理的バリアであると同時に、免疫学的バリアでもある。これまでの研究で、MN
が物理的に皮膚角層を突破し、薬物を皮内に送達できることは確認されている。しかし、
MN が経皮免疫の初期ターゲットである皮膚樹状細胞に与える影響については、ほとん
ど報告されていない。MN を経皮免疫製剤として確立し、ワクチン接種に応用していくた
めには、皮内に存在する免疫応答細胞に対する影響を明らかにすることが重要だと考え
る。 
 MN処置後、LC及び dDCの細胞表面抗原であるMHC class-II及びCD86の発現は、
顕著に増加していた。また、LC 活性化に対するポジティブコントロールとして用いた TS
処置に比べ、MN処置後の LCのこれら分子の発現は有意に増加していた。一方、従来
のワクチン投与方法である皮下注射処置群では、これら分子の発現変動は認められな
かった。これらの知見は、MN が皮膚樹状細胞の働きを活性化することを示唆している。
また、共刺激分子である CD86 が顕著に増加していたことから、MN が自然免疫を活性
化する能力、すなわちアジュバント様作用を持つことが示唆された。CD86は共刺激分子
の中でも、獲得免疫始動において最も重要な分子と考えられている 24)。共刺激分子の
発現は、アジュバントがもたらすアウトプットの一つである。アジュバントのレセプターとし
て知られている Toll Like Receptorは、炎症性サイトカインである IL-1の受容体と相同性
のあるTIRドメインを持つことが知られている 90)。IL-1はケラチノサイトの細胞質や膜結合
型として貯留されており、外界からの刺激を察知し、ケラチノサイトが免疫系を賦活化す
るためのシグナル伝達を誘導する際に放出される 91)。MN 投与のような物理的刺激が、
同様の機構によりアジュバント様作用をもたらしたことも考えられ、今後はサイトカイン等
のメディエーターについても評価し、物理的刺激のアジュバント様作用の詳細について
も検討する必要がある。なお、皮下注射も、針を刺すという物理的な刺激を伴う方法では
あるものの、皮膚樹状細胞の活性化は引き起こさなかった。針が一本であることより、皮
   
   
 84  
膚表面を広く覆うケラチノサイトへの物理的刺激が、MN に比べて弱かったものと考えら
れた。さらに、樹状細胞の局在していない皮下組織への注射となるため、樹状細胞への
影響がほとんど無かったものと考える。 
 本節では、針長の異なる2種類のMNを用い、物理的刺激強度の違いによる免疫細胞
への影響を評価した。MN は 500 µm 以上の長さになると、神経等付属器官が存在する
真皮深部に達し、痛みを感じるデメリットにつながる。そこで本節では、針長 500 µm及び
300 µm の MN を用いて実験を行った。まず、コーティングマイクロニードルを調製し、そ
れぞれが皮膚深部約 230 µm及び 130 µm まで到達することを確認した。LC及び dDC
の細胞表面抗原の発現は、300 µm MN処置群と比べ、500 µm MN処置群の方が増加
する傾向を示した。しかしながら、Figure 15に示すように、500 µm MN処置群及び 300 
µm MN処置群の間で、LC上のMHC class-II以外の分子の発現には有意な差はなか
ったため、皮膚表面から約 130 µm以上の深部に到達するMNであれば、樹状細胞を活
性化させる特性を有していると考えることもでき、今後検証が必要である。MN の製剤強
度及びハンドリングの観点から、MNの基本形状は針長 500 µmが良いと考えられている
が免疫学的観点からも、この針長が優れているものと考えられる。 
 LC 表面抗原の経時的発現変化の結果より、処置後 3時間という初期段階から、これら
分子の発現が増加していることが明らかになった。また、24 時間後には LC 表面抗原は
刺激を与える前の状態に戻っていた。これまでの知見に基づけば、ワクチン抗原をはじ
めとした高分子化合物は、MNにて投与後、皮内に一定時間留まることが想定される。そ
のため、LC の活性化が初期段階から起こっていれば、LC によるワクチン抗原の捕食の
増加も期待できる。しかし本検討は、物理的刺激による LC の活性化に着目しているが、
LC の抗原捕食能や抗体産生能は評価していない。TS 刺激で活性化した LC は、24時
間後リンパ節に移行するという報告 24)もあることから、抗原捕食能や抗体産生能の経時
的変化、さらには活性化された LC のリンパ節への移行などの観点からも検討の必要が
あると考える。 
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本節では、アジュバント作用によるアウトプットの一つとして樹状細胞活性化を評価し
た。実際に、経皮ワクチンによる特異的免疫の獲得には、ワクチン抗原の皮膚透過、ア
ジュバントの作用によるサイトカイン産生、ワクチンのタンパク結合、樹状細胞の活性化
等に続いて、抗原特異的な T 細胞の増殖、抗体産生といった鍵となる反応がある。MN
投与に伴う物理的刺激による樹状細胞の活性化、つまりアジュバント様作用が、最終的
な獲得免疫にどの程度寄与するか考察するためには、より詳細な検討が必要になるだろ
う。 
 本節の結果、TDDS の一つである MN が、優れた薬物送達を可能にするだけではなく、
物理的刺激により免疫系を活性化するアジュバント様作用を示すことが明らかとなった。
つまり、免疫誘導の効率化という観点から、経皮ワクチンデバイスとしての MN の可能性
が高まると考えられる。 
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第 4項 小括 
経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーションを行うため、MN投与に伴う物理的
刺激が、皮膚樹状細胞に与える影響を評価した。本刺激が、LC及び dDCを活性化させ
ることが明らかとなった。これは、MN が薬物の経皮送達に優れた TDDS 技術という位置
付けにとどまらず、効率的な免疫誘導を引き起こすアジュバント様作用をも兼ね備えてい
る可能性を示唆している。ワクチン開発は、感染症領域の枠を超え、がんやアレルギー
疾患の領域にも広がっている。今後益々注目を集めるワクチン分野において、今回の報
告が、経皮免製剤としてのMNの発展に寄与することが期待される。 
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総括 
 MNは、皮膚に投与しても痛みを感じず、さらに従来の TDDS技術では経皮投与が困
難な薬物にも適用可能な製剤である。MN は、経皮吸収型製剤はもちろん、経皮ワクチ
ンデバイスとしてもその関心が高まっている。経皮吸収及び経皮免疫 (ワクチン) 製剤と
しての MN の実用化に向け、MN の開発、有用性評価及びキャラクタリゼーションを行う
ことを目的に、下記の項目について検証を行った。 
 
第 1章 経皮吸収型製剤としてのMNのキャラクタリゼーション 
 第 1節 経皮吸収を目的とした水溶性低分子化合物含有溶解性MNの開発 
第 2章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション                  
       (抗原の皮内送達と抗体産生) 
 第 1節 経皮免疫を目的とした高分子化合物 (モデル抗原) 含有溶解性MNの開発 
 第 2節 MNからの高分子化合物 (モデル抗原) の皮内送達部位についての検証 
第 3章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション 
    (物理的刺激に関する初期評価) 
 第 1節 MN投与に伴う皮膚への物理的刺激が皮膚樹状細胞へ与える影響について 
 
以下にその要約及び総括的考察を示す。 
 
第 1章 経皮吸収型製剤としてのMNのキャラクタリゼーション 
 
 第 1節 経皮吸収を目的とした水溶性低分子化合物含有溶解性MNの開発 
本研究では、難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物含有溶解性 MN の調製
を行い、その経皮吸収性を薬物動態学的に評価し、経皮吸収型製剤としての基本的特
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性を明らかにした。 
モデル薬物として、水溶性低分子化合物であるグラニセトロンを選択した。本製剤は、
その円錐上部にGSTを含有し、下部は基剤のみで形成された 2層性構造である。1 cm2
あたり 100本の溶解性MNを有する GST含有MNACを調製し、本製剤投与後の GST
の BA を評価した。その結果、約 95%という良好な BA が得られた。これは、MN が角層
を突破し、含有されていた GST が皮内に送達できたことを意味しており、MN が難皮膚
透過性である水溶性低分子化合物の全身循環系への移行を、大幅に改善できることを
示唆している。また Tmax は、MNAC投与後 10分で得られた。これは、MNAC投与後、
MN の基剤であるコンドロイチン硫酸ナトリウムが速やかに溶解することにより、含有され
ていた GST が放出され血中に移行したことを示唆している。この結果から、本製剤は含
有薬物の速やかな血中への移行という点で有用であることが明らかとなった。自己投与
可能で注射剤と類似した血中濃度推移を示すことは、極めて有用な特徴と考えられ、即
効性を期待する他の薬物に対しても利用できると考えられる。 
本節の結果、薬物の全身送達を目的とした低分子化合物含有溶解性MNは、経皮吸
収型製剤として有用なデバイスになり得ると考えられた。 
 
第 2章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション          
       (抗原の皮内送達と抗体産生) 
 
 現在、ワクチンは感染症分野のみならず、がんやアレルギー疾患の領域でもその応用
が進んでいる。また、他組織と比べ、皮内には免疫関連の細胞が豊富に存在しているこ
とからも、経皮ワクチン分野の発展が見込まれ、本分野への MN の応用が期待されてい
る。そこで、本章では経皮ワクチン分野への MN の応用及び経皮免疫 (ワクチン) 製剤
としてのMNの基本的特性の把握を行った。 
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 第 1節 経皮免疫を目的とした高分子化合物 (モデル抗原) 含有溶解性MNの開発 
 本研究では、難皮膚透過性薬物である高分子化合物 (モデル抗原) 含有溶解性 MN
の調製を行い、その経皮免疫性について全身血中抗体価をバイオマーカーとして解析
した。そして、ワクチン接種への応用に向けた皮内送達型製剤としての本 MN の基本的
特性を明らかにした。 
 モデル抗原として、高分子タンパクである OA を選択した。MNAC としての全体構造は、
第 1 章第 1 節から改良を行い、2.25 cm2あたり 225本の溶解性 MN を有するよう調製し
た。 
 OA含有MNAC投与群の血漿中 Ig (G+A+M) 抗体価は、同投与量の皮下注射投与
群と同等以上であったことより、本製剤により、高分子化合物である OA を経皮送達でき
ることが明らかになった。また OA 含有 MNAC 投与群では、抗原量を 10 倍投与した皮
下注射投与群とほぼ同等の抗体価が得られた。皮下注射での投与より少量の抗原によ
って、皮下注射と同等以上の免疫応答を惹起する傾向が確認できたことより、MN が注
射に代わる有用な経皮ワクチンデバイスになり得ることが示唆された。一方、投与後に
IgE抗体価には変動が生じなかったことから、本製剤によりアレルギー反応は誘発されな
いものと考えられた。また本節では、モデル抗原を MN に含有させ、バイオマーカーとし
て血漿中抗体価を指標としたため、ワクチン効果の指標である感染後生存率や抗原除
去率は評価できなかった。そのため、MN の経皮免疫製剤としての有用性をさらに評価
するためには、実際のワクチン抗原を MN に適用させ、他の投与方法と比較することが
必要になると考える。 
 本節の結果、高分子であるワクチン抗原を含有させた溶解性MNは、経皮的免疫獲得
を目的とした皮内送達型ワクチン接種製剤として応用できると考えられた。 
  
 第 2節 MNからの高分子化合物 (モデル抗原) の皮内送達部位についての検証 
 皮膚は外側から、表皮、真皮及び皮下組織の 3 層に分けられる。表皮層に、高い抗原
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提示能を有する樹状細胞である LCが、真皮層には、各種サブセットを含む dDCが分布
している。基本の 2層性MNは、真皮層に抗原をデリバリーすると考えられる。本研究で
は、表皮層への抗原デリバリーを目的に、MNの中間層に抗原を保持させた 3層性MN
を調製した。3 層性 MN と 2 層性 MN との皮内送達部位について組織学的に評価した
結果、3 層性 MN は表皮層及び真皮層上部に、2 層性 MN は真皮層に抗原をデリバリ
ーすることが明らかとなった。さらにその両者の免疫応答性を比較すると、3 層性 MN 投
与群の血漿中 Ig (G+A+M) 抗体価は、皮下投与群及び 2層性MN投与群と比べ有意
に上昇していることが明らかとなった。 
 ワクチンは、パンデミック時には大規模投与が必要になる。ワクチン供給量には限りが
あるため、少ない投与量で最大の効果が得られる製剤が求められている。これまで報告
されている TDDS 技術は、その特性上、皮膚内部においてデリバリー性を持たせること
は難しい。一方、本 MN は、抗原保持部位を調整し、皮内デリバリー性のコントロールを
行うことで、より少量で効率的なワクチン効果が期待できる製剤であることが示唆された。
本結果は、MNの構造設計を考える上でも重要な情報になると考える。 
 
第 3章 経皮免疫製剤としてのMNのキャラクタリゼーション 
    (物理的刺激に関する初期評価) 
 
 MN は、皮膚に物理的に小孔を開けて薬物透過ルートを形成する。第 3 章では、MN
の投与に伴う物理的な刺激に着目し、MN の経皮免疫製剤としての基本的特性の把握
を行った。 
 
第 1節 MN投与に伴う皮膚への物理的刺激が皮膚樹状細胞へ与える影響について 
 経皮ワクチンは、皮膚の免疫機能を利用する方法であり、経皮免疫製剤としての MN
は、LC や dDC といった皮膚樹状細胞を初期ターゲットにしている。しかし、MN のような
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物理的な刺激がこれら免疫応答細胞に与える影響を評価した報告はほとんどない。本
研究では、MN 投与に伴う皮膚への物理的刺激に着目し、その刺激自体が、樹状細胞
の活性化、すなわちアジュバント作用の一つである自然免疫の活性化を引き起こすかど
うかを明らかにするために、MN投与後のLC及び dDCについて分子生物学的に評価し
た。 
 MN投与後の LCにおいて、活性化分子であるMHC class-II及び CD86等の共刺激
分子が顕著に増加した。dDC においては、LC よりも低い傾向ではあったものの、これら
分子の発現が顕著に増加した。これらの結果は、MN 投与に伴う物理的刺激が、皮膚樹
状細胞を活性化させることを示唆している。 
 さらに、皮膚への物理的刺激の強弱による樹状細胞への影響の違いを評価するため、
針長の異なる 2種のMNを用い、皮膚樹状細胞の活性化に対する刺入深度の影響を評
価した。500 μm MNは皮内 230 μmの深さまで、一方、300 μm MNは皮内 130 μmの深
さまで到達することを確認した。500 μm MN処置群は、300 μm MN処置群と比べ、活性
化分子の発現率は高い傾向を示し、物理的刺激の強さの程度が樹状細胞活性化に影
響することを示唆するものであった。さらに、LC における活性化分子の経時的発現変化
を調べたところ、その発現は早期的かつ一過性であることが確認された。MN 投与後の
皮膚の形態学的評価を行ったところ、一過性の穿孔は残るものの、発赤や紅斑等の副
反応は観察されなかった。 
 本節の結果は、皮膚への MN 投与による物理的刺激そのものが免疫系を活性化する
アジュバント様作用を有する可能性を示しており、MN により含有させたワクチン抗原の
皮内送達と合わせて、経皮ワクチン投与の合理性をサポートする結果であると考える。 
 
 TDDS としての MN の確立を目指し、経皮吸収あるいは経皮免疫を目的とした MN を
開発し、基本的特性及びその有用性を明らかにした。 
 その結果、難皮膚透過性薬物である水溶性低分子化合物を含有させた溶解性MNは、
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薬物の全身送達及び即効性を期待した経皮吸収型製剤として、一方高分子化合物 (モ
デル抗原) を含有させた溶解性 MN は、ワクチン接種に応用可能な皮内送達型製剤と
して、有用であることが明らかになった。これらの知見は、従来の技術では経皮投与が困
難な難皮膚透過性薬物に対し、MNを応用できるということを示している。 
 経皮免疫製剤としてMNを利用する場合、溶解性MNの抗原保持部位を調整し、強力
な抗原提示能を有する LCが分布する表皮層へ抗原のデリバリーを達成することで、より
効率的なワクチン接種が可能になるということが明らかになった。さらに、これら皮膚樹状
細胞に対し、MN 投与に伴う物理的な刺激が、免疫系を活性化するアジュバント様作用
を有する可能性も示唆された。 
 本研究により、MN の基本的特性を把握することができ、初期製剤開発及びその有用
性を引き出すための知見を得ることができた。本研究で得られた知見を生かして MN の
開発を行うことで、より有用な経皮投与製剤の創出に繋がると考える。 
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